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Verfahren  zum  Nachweise  der  Saureabsonde- 
rung  bei  Mikrobien. 

Centralblatt  fiir  Bakteriologie  iind  Parasitenkunde,  Jena,    IX.  Band,   1891,  S.  781 — 786. 

I.  DerKreideboden. 

Wahrend  die  Vermischung  der  Xahrgelatine  niit  Farbstoffen,  welche  fürSauren 
und  Alkaliën  empfindlich  sind,  wie  Lakmus,  Phenolphtoleine  etc.  schon  mehr- 
fach  für  die  Untersuchung  der  Saurebildung  durch  Mikrobien  verwendet  und  be- 
schrieben  wurde,  glaube  ich,  dass  folgendes  Verfahren  zuerst  von  mir  in  Anwendung 
gebracht  ist. 

Es  beruht  darauf,  in  einem  undurchsichtigen  Nahrboden  die  für  das  Wachsthum 
schadliche  Saure  sofort  nach  der  Entstehung  zu  binden  und  in  ein  lösliches,  un- 
schadliches  Salz  überzuführen,  indem  dabei  ein  unlöslicher  Körper  verschwindet, 
wodurch  der  Nahrboden  stellenvveise  durchsichtig  wird. 

Man  verfahrt  dabei  wie  folgt: 

Vermischt  man  eine  erstarrungsfiihige,  für  Siiureerzeugung  geeignete  Nahr- 
masse  mit  sehr  feiner,  geschlemmter  Kreide  und  giesst  die  gut  gekochte  Masse  in 
eine  sterilisirte  Glasdose,  so  entsteht  nach  dem  Erstarren  ein  Nahrboden  (kge,  s. 
Figur),  welcher  ganzlich  undurchsichtig  und  milchweiss  gefarbt  ist.  Je  nach  Wunsch 
und  nach  Umstanden  kann  man  für  die  Erstarrung  Gelatine,  Agar  oder  Kiesel- 
gallerte  verwenden  ^).  Bringt  man  darauf  einen  Tropfen  irgend  einer  Saure,  welche 
ein  lösliches  Kalksalz  erzeugt,  z.  B.  Milchsaure,  so  sieht  man  ein  vollstandig  durch- 
sichtiges  Diffusionsfeld  entstehen,  welches  sich  so  lange  ausdehnt,  bis  die  Saure 
nahezu -)  durch  die  Kreide  neutralisirt  ist,  so  dass  die  Mittellinie  des  circularen 
Feldes  ofïenbar  ein  ungefahres  Maass  für  die  Quantitat  der  verwendeten  Siiure  ist. 

Enthalt  die  Masse  ausser  Kreide  auch  noch  die  für  das  Wachsthum  der  zu  unter- 
suchenden  Organismen  nothwendigen  Nahrstoffe,  so  können  z.  B.  saurebildende  Bak- 
terienkolonien  darauf  den  namlichen  Effekt  hervorbringen  wie  ein  Tropfen  freier 
Saure.  Als  Beispiel  will  ich  das  Verfahren  angeben,  um  Milchsaurebakterien  und 
Essigfermente  in  einer  gahrenden  Maische  nachzuweisen  und  zu  isoliren. 

Die  Erfahrung  lehrt,  dass  diese  Bakterien  gut  wachsen  auf  Hefewasser-Glukose- 
gelatine  und  dass  dieselben  ihre  Nahrgelatine  nicht  verflüssigen.  Die  Nahrmasse 
wird  nun  derweise  angefertigt,  dass  20  g  [Hefe  in  100  ccm  Leitungswasser  gekocht, 


')  Ueber  den  Gebrauch  von  Kieselgallerte  für  bakteriologische  Zvvecke  werde  ich 
bei  einer  anderen  Gelegenheit  berichten.  (Zu  vergl.  die  inzwischen  erschienene  Abhand- 
lung  von  Winogradsky,  Ann.  d.  l'Institut  Pasteur.  TV.  1891.  pag.  02.) 

^)   Eine  absolute  Neutralisation  findet  nicht  statt. 

M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  ' 


8g]  Gelatine  (oder  V»  g  Agar)  und  5  bis  10  g  Glukose  zugesetzt  werden.  Nach  neuem 
Kochen  wird  sorgfaltig  filtrirt  und  man  erhalt  eine  vollstandig  durchsichtige,  schwach 
gelbliche  Masse,  welche  auch  bcim  Erstarren  glasklar  bleibt.  Daran  werden  nun 
einige  Tropfen  einer  Aufschlemmung  reiner  Kreide  in  Wasser  gegeben  bis  zur  ganz- 
lichen  Trübung,  selbst  in  einer  Schicht,  welche  ca.  i  mm  dick  ist.  Nach  Ausguss  in 
eine  Glasdose  kann  der  Versuch  anfangen. 

Hierzu  wird  ein  Tropfen  der  rohen,  gahrenden  Maische  in  ein  Kölbchen  mit 
gekochtem  Wasser  vertheilt  und  nach  tüchtigem  Umschütteln  wird  dieses  infizirte 
Wasser  über  den  Kreideboden  gegossen  und  sofort  durch  Abgiessen  entfernt.  Es 
haftet  dabei  eine  sehr  dunne  Wasserschicht  an  der  Gelatineoberflache,  derweise,  dass 
pro  I  ccm  Gelatine  3,3  cmm  Flüssigkeit  als  Benetzung  zurückbleibt.  Bald  saugt  die 
Gelatine  (oder  der  Agar)  das  Benetzungswasser  auf  und  die  lebenden  Keime  bleiben 
an  der  Oberfliiche  zurück. 

Die  Dose  (s.  Fig.)  wird  nun  auf  einen  schwach  geheizten  Tisch  oder  auf  den 
Boden  eines  Kulturkastens,  dessen  Boden-Temperatur  diejenige  des  Innenraumes  des- 
selben  etwas  übersteigt,  den  Deckel  (gd)  nach  unten,  gestellt  und  einige 
Tage  sich  selbst  überlassen  *).  Hefe  und  Bakterien  -)  fangen  bald  an  zu  Koloniën 
(s,  i',  k)  auszuwachsen  und,  so  weit  dieselben  Saure  erzeugen  (s,  s' ),  entstehen  durch- 
sichtige Diffusionsfelder  (ds),  welche  sich  Tage,  selbst  Wochen  und  Monate  lang 
ausdehnen  können.  Bei  richtiger  Verdiinnung  des  Aussaatmaterials,  wodurch  die 
Kolonieen  in  geeigneten  Entferiiungen  von  einander  zu  liegen  kommen,  entstehen 
auf  die  beschriebene  Weise  sehr  elegante  und  lehrreiche  Praparate,  welche,  da  sie 
eine  quantitative  Schatzung  erlauben,  zu  einer  Reihe  von  Bemerkungen  Yeranlassung 
geben,  die  man  bei  anderen  Untersuchungsmethoden  übersieht.  Andererseits  muss 
man  bezüglich  der  qualitativen   Beurtheilung  der  Resultate  vorsichtig  sein. 

In  ersterer  Hinsicht  will  ich  darauf  hinweisen,  dass  das  Verfahren  sehr  empfind- 
lich  ist,  selbst  die  BernsteinsHurebildung  seitens  der  Hefekolonien  sichtbar  zu  ma- 
chen  im  Stande  ist,  und  leicht  erlaubt,  diejenigen  Varietaten  der  Milchsaurefermente, 
welche  viel  Saure  erzeugen,  sofort  von  den  schw.ïcheren  zu  unterscheiden. 

Bezüglich  der  qualitativen  Seite  des  Vorganges  kann  man  natürlich  aus  einem 
einzelnen  Versuche  mit  dem  unbewaffneten  Auge  nichts  lehren.  So  erzeugen  die 
Essigbakterien  aus  der  Glukose  eine  ganz  andere  Saure,  wie  die  Milchsaurefermente, 
namlich  Glukonsaure  (CnHi'iO?),  welche  aber,  eben  wie  die  Milchsaure,  ein  lösliches 
Kalksalz  erzeugt.  Da  nun  auch  die  Koliinieen  der  Essigfermente  ausserlich  denjeni- 
gen  der  Milchsaurebakterien  ahnlich  sind,  l.ïsst  sich  die  Differenz  ohne  Mikroskop 
nicht  sehen.  Allein,  selbst  wenn  man  dieses  Instrument  zu  Hiilfe  zieht,  lassen  sich 
gewisse  Milchsaurefermente,  welche  in  industriellen  Gahrungen  vorkommen,  nicht 
sofort  von  den  Essigbakterien  unterscheiden.   Dieses  gilt  namlich  von  den  zahlreichen 


')  Wie  ich  das  schon  andcrwarts  sagte,  ist  diese  .-Xufstellung  der  Gelatinekulturcn 
sehr  zu  cmpfchlcn,  dcnn  dadurch,  dass  der  Deckel  am  warmsten,  die  nach  oben  ragende 
Gelatincschicht  kaltcr  ist,  kann  sich  durchaus  kein  Wasserdunst  bilden.  Ueberdies  ist 
die  Chance  für  Infcktion  in  die  Glasdose  sehr  gering,  da  selbst  die  leichtcsten  einge- 
drungenen  Schimmelsporen  unten  auf  dem  Deckel  liegen  bleiben. 

')  In  gut  gcleitetcn  Bronncreicn  und  Hcfefabrikcn  findet  man  durchaus  kciiie 
Schimmelarten  in  gahrenden  Maischen,  wciui  man  wenigstens  die  sogenannte 
Past  eurianush  ef  e  nicht  zu  den  Schininielpilzon   rechncn  will. 


Varietaten  der  diplokokkenartigen  Milch- 
saurebakterien,  welche  denjenigen  Forschern, 
die  sich  mit  der  Untersuchung  saurer  Milch- 
praparate  beschaftigt  haben,  wohl  bekannt 
sind,  auch  in  den  Spiritusfabriken  vorkom- 
men und  welche  den  Essigfermenten  zum 
Verwechseln   ahnlich   sind'). 

Hat  man  demnach,  wie  in  unserem 
Beispiele,  eine  Mischung  vor  sich,  worin 
solche  Milchsaure-  und  Essigfermente  zu 
gleicher  Zeit  vorkommen,  so  lassen  sich  die- 
selben nicht  in  allen  Pallen  vermittelst  des 
Kreidebodens  unterscheiden.  Dessenunge- 
achtet  bleibt  man,  wenn,  wie  wir  bei  der 
Untersuchung  einer  gahrenden  Maische  vor- 
aussetzen  können,  Hefekolonien  nah  oder 
fern  von  den  Saure  erzeugenden  Bakterien 
getrennt  liegen,  in  jener  Beziehung  nicht 
lange  im  Unsicheren.  Denn  sobald  die  ersteren 
anfangen,  Alkohol  zu  produziren,  so  diffundirt 
dieser  Körper  den  Bakterienkolonien  entgegen, 
erfahrt  dabei  keine  Umwandlung  durch  die 
Milchsaurebakterien,wirdaberdurchdieEssig- 
fermente  in   die  schnell  difFundirende  Essig- 

saure  verwandelt,  welche  von  da  an  beitragt  zur  Vergrösserung  der  Glukonsaure- 
diffusionsfelder,  wahrend  die  Milchsaurefelder  keine  Zunahme  ihrer  Ausdehnungs- 
schnelligkeit  erfahren.  Die  Differenz  wird  allmahlich  grösser,  so  dass  eine  einzeliie 
Aussaat,  einfach  durch  wiederholte  Betrachtung,  schliesslich  Sicherheit  gibt  über 
die  qualitative  Frage,  welche  saurebildenden  Koloniën  zu  Milchsaurefermenten 
und  welche  anderen   zu   Essigfermenten   gehören. 

Im  besprochenen  Beispiele  wurde  vorausgesetzt,  dass  Glukose  als  Quelle  für  die 
Saureerzeugung  dargeboten  wurde.  Offenbar  kann  dieser  Zucker  durch  andere 
Zuckerarten,  wie  Milchzucker,  Rohrzucker,  Maltese,  Laevulose,  Mannit  etc.  ersetzt 
werden,  und  man  erhalt  dadurch  nachhaltige  qualitative  Reaktion,  wodurch  es  z.  B. 
gelingt,  unter  den  stabchenförmigen  Milchsaurefermenten  der  Industrie,  welche  sich 
durchaus  nicht  alle  auf  identische  Weise  bezüglich  der  verschiedenen  genannten 
Zuckerarten  verhalten,  gute  Unterscheidungsmerkmale  zu  finden. 


Kreide-Gelatine-Boden  (i'g-f)  in  einer  Glasdose 
mit  nacti  unten  gekehrtem  Deckel  (?i^),  im 
Durchschnitt  und  in  Projektion.  i  Kolonieen, 
welche  keine  Saure  erzeugen.  s  Saurebildende 
Kolonieen.  ds  Durchsichtiges  Saurediffusions- 
feld  im  trüben  Kreideboden.  n  Alkalibildende 
Kolonie,  welche  das  Saurediffusionsfeld  einer 
saureerzeugenden  Kolonie  (i')  theilweise  neu- 
tralisirt.  i  Impfstich  einer  saureerzeugenden 
Mikrobe   mit    elliptischem    Saureditïusionsfeld. 


')  Wenn  Haeckel  in  seinen  interessanten  «Plankton-Studien»  (Jena  i8go.  pag.  loo) 
Hensen  vorwirft.  es  sei  unrichtig,  die  >wirkliche  Species  als  einen  physiologischen 
Begriff»  aufzufassen,  so  kann  ich  ihm  darin  nicht  beistimmen,  und  ich  glaube.  dass 
dieser  angesehene  Forscher  in  diesem  Falie  den  jüngsten  Spross  der  Systeinatik,  nanilich 
die  Bakteriologie,  voUstandig  aus  dem  Auge  verliert.  Dagegen  muss  ich  auf  Grund 
meiner  eigenen  Erfahrung  Haeckel  folgen,  wenn  er  Hensen  gegenüber  behauptet 
(pag.  loi):  »Je  intensiver  das  Studiimi  der  individuellen  Variation.  desto  unmöglicher 
wird  die  Unterscheidung  wirklicher  Species.»  Hierdurch  wird  aber  nur  gesagt,  dass  die 
physiologischen  Charaktcre  nicht  wcniger  veranderlich   sind,  wie  die  morphologischen. 


2.  Boden  mitden  Karbonaten  von   Magnesium,  Barium,  Stron- 

tium,   Mangan,  Zink  etc. 

Eine  andere  Erweiterung  erfahrt  unsere  Untersuchungsmethode  dadurch,  dass 
die  Kreide  durch  irgend  ein  anderes  saurelösliches,  nicht  giftiges  Karbonat  ersetzt 
wird.  Besonders  die  Karbonate  von  Barium,  Magnesium,  Mangan  und  Zink  habe  ich 
naher  untersucht  und  für  bestimmte  Zwecke  nützlich  gefunden.  Ich  verfahre  dabei 
so,  dass  ich  die  bezüglichen  Nahrböden  ebenso  wie  oben  anfertige.  Die  zu  unter- 
suchenden  Organismen  werden  dann  als  Impfstriche  auf  die  Oberflache  der  Gelatine- 
schicht  abgezogen,  und,  falls  die  Saure  im  Stande  ist,  das  dargebotene  Karbonat  /.u 
lösen,  entstehen  wie  oben  elliptische  Diffusionsfiguren,  deren  Achsen  mit  dem  Impf- 
striche zusammenfallen,  derwcise,  dass  die  Enden  der  letzteren  die  Brennpunkte  be- 
zeichnen.  Zweifclhafte  Arten,  auf  einzelnen  dieser  Metallböden  untersucht,  lassen  bei 
einiger  praktischer  Uebung  nicht  lange  bezüglich  ihrer  wahren  Natur  im  Unsicheren. 
Solche  Versuche  sind  beilaufig  auch  interessant  wegen  der  Schönheit  der  wie  mathe- 
matisch konstruirten  Diffusionsfiguren'). 

Besonders  das  Zinkkarbonat  eignet  sich  zur  leichten  Erkennung  gewisser  For- 
men.  So  sind  die  Milchsaurebakterien  diesem  Salze  gegenüber  ziemlich  empfindlich, 
■  besonders  bezüglich  des  Wachthums,  wahrend  die  Funktion  der  Saurebildung  in  den 
erwachsenen  Stabchen  weniger  durch  dieses  Metall  beeinflusst  wird.  Die  Essigfer- 
mente  sind  dagegen  auch  betrefifs  des  Wachsthums  nicht  empfindlich  für  die  bei  un- 
seren  Versuchen  in  Betracht  kommenden  Quantitaten  des  Metallsalzes.  Endlich  wird 
die  von  mir  aufgefundene  Essigatherhefe,  welche  auch  viel  freie  Saure  bilden  kann, 
in  ihrem  Wachsthum  entschieden  durch  die  Gegenwart  eines  Zinksalzes  begunstigt. 
Nach  dem  Vorhergehenden  brauche  ich  nun  wohl  nicht  zu  sagen,  was  man  zu  sehen 
bekommt,  wenn  Impfstriche  von  Milchsaure-  und  Essigsaurefermenten  neben  Essig- 
atherhefe, auf  einen  Zinkkarbonatboden  gezogen,  sich  selbst  überlassen  bleiben;  nur 
will  ich  noch  betonen,  dass  das  Zink  offenbar  ein  gutes  Mittel  an  die  Hand  gibt,  um 
die  wachsenden   Essig-  und   Milchsaurebakterien  von  einander  zu  unterscheiden. 

Meine  Methode  eignet  sich  noch  für  Anwendungen  in  cinigen  anderen  Hinsich- 
tcn.    Darüber  an  dieser  .Stelle  noch  folgendes. 

3.    Erkennung   der   A  1  k  a  I  i  b  i  1  d  u  n  g  v  e  r  m  i  1 1  e  1  s  t   des   Kreide- 

b  o  d  e  n  s. 

.Auf  die  Möglichkeit,  das  Maass  der  Alkaliabsonderung  vermittelst  der  Kreide- 
methode  zu  schatzen,  wurde  ich  aufrrierksam  bei  der  genauen  Betrachtung  einer  auf 
Bier  gewachsenen  Kahmhaut,  welche  in  bekannter  Weise  auf  einem  Hefewasser- 
Glukose-Kreide-Gelatineboden  ausgesat  war.  Es  fand  sich  darin  niimlich  nicht  selten 
ein  gelblich-brauner  Micrococcüs,  welcher  zu  einer  sehr  augenfjilligen  Form- 
veriinderung  in  den  benachbarlen  Siiurediffusionsfeldern  Veranlassung  gab,  indem 
diese  nicht  cirrular  blieben,  sondern  polyedrische  Gestalt  annahmen,  mit  den  Mikro- 
kokkenkolonien    zugekehrten    Seiten.     Bald    ergab    sich  die   Absonderung    einer  al- 


')  Die  Praparate  eigncn  sich  ausgezcichnct  zur  Hcrstclhing  von  Daucr-  und  Dcmon- 
strationspraparatcn.  Sic  werden  dann  mit  cincr  sehr  verdünntin  SuUliniatlösung  übcr- 
gossen  und  eingetrockntt. 


kalischen  Substanz  als  die  Ursache  der  Erscheinung,  und  ein  Mittel  war  gefunden, 
urn  willkürliche  Bakterienarten,  soweit  deren  Kuituren  auf  einem  Boden,  welcher  für 
Saurebildung  geeignet,  also  zuckerhaltig  ist,  wachsen  können,  auf  das  Maass  ihrer 
Alkalierzeugung  zu  priifen.  Es  werden  dazu  einfach  auf  einen  Hefewasser-Glukose- 
Kreideboden  rechtlinige  Impfstriche  gezogen  irgend  einer  saurebildenden  Bakterie, 
z.  B.  eines  Milchsaurefermentes,  oder  besser  noch,  es  werden  davon  punktförmije 
Massen  auf  den  Kreideboden  gebracht.  lm  ersteren  Falie  entstehen  dadurch  bald 
elliptische,  im  zweiten  circulare  (ds)  durchsichtige  Diffusionsfelder.  Hat  man  abor 
die  auf  ihre  Alkaliabsonderung  zu  untersuchenden  Arten  neben  den  saurebildenden 
Arten  abgestrichen,  so  neutralisirt  das  Alkali  derselben  theilweise  die  Saure,  und 
dann  erscheint  die  oben   genannte   Formanderung   im  durchsichttgen   Diffusionsfelde. 


Qualitative  und  quantitative  mikrobiochemische 

Analyse. 

Centralblatt  für  Baktenolog>e  und  Parasitenkunde,  Jena,  X.  Band.  1891,  S.  723-727. 

Unter  .mikrobiochemische  Analyse«  verstehe  ich  den  Gebrauch  von  Mikro- 
organ.smen  für  Nachweis  und  Dosirung  bestimmter  Stoffe. 
Zweck  derselben  ist,  Aufschluss  zu  erhalten  über  die  Natur  organ:scher  Fluss.g- 
keiten  von  der,  Extrakten  von  Pflanzentheilen,  von  den  Produkten  von  enzymaUschen 
Umwa'ndlungsprozessen;  ferner  uber  d.e.en.gen  BestandteHe  sehr  -^--J^— 
gen  im  Allgemeinen,  welche  für  Mikrobienwachsthum  gee.gnet  s.nd.  Das  Verfahren 
beansprucht  nichts  Weiteres  zu  sein,  als  ein  Hülfsmitte,  bei  physiolog.sch-chem.schen 
Untersuchungen;  nur  mit  diesen  zusammen  ist  es  werthvoU  und  verbrauchbar. 

Für  d,e  quaütafve  Analyse   .st  das  auxanograph.che  Verfahren  mU  Vorthed 

'"'' DarPnnzip  der  quantUativen  Methode  beruht  auf  der  Ueberführung  der  zu  be- 
stimmenden  gelösten  Körper  .n  M,krobiensubstanz  und  auf  der  quant.tat.ven  Bestun- 
mung  der  letzteren  durch  Kolonienzahlung.  Die  Ausführung  der  Versuche  muss  m.t 
Reinkulturen  geschehen.  Wünscht  man  dabei  zu  wahren  ^^f  ^-"'^f  7^\" /^^ 
gelangen,  so  muss  die  chemische  Zusammenstellung  der  verwendeten  M.krob.enaten 
bekannt  sein.  Liegt  z.  B.  Hefe  vor,  so  kann  man  ziemlich  genaue  Zahlen  aufstellen. 
^velche  jedoch  bei  dem  den  verschiedenen  NShrböden  entsprechenden  ungle.chen  Ge- 
halte der  Hefezellen  an  Wasser,  Stickstoff  und  Glycogen  natürlich  nur  als  annahernd 

betrachtet  werden  mussen. 

Dagegen  kann  das  relative  Verhaltniss  zwischen  den  Zahlen  der  z.  B.  aus 
zwei  Wasserproben  zu  kultivirenden  Hefezellen  bei  r.chtiger  Versuchsanstellung  /u 
einer  sehr  genauen  Bestimmung  des  relativen  Gehaltes  an  Mikrobiennahrstoffen  m 
den  untersuchten  Proben  Veranlassung  geben,  und  das  ist  in  den  gewöhnl.chen  Fallen 

zureichend.  , 

Bei  dem  Gebrauch  von  Bakterien,  deren  chemische  Zusammensetzung  noch  un- 

vollkommener  bekannt  ist    wie  diejenige  von  Hefe,  kann  die  gefundene  Gesammtzahl 
der  organischen  Stoffe  nicht  weiter  zergliedert  werden. 

,    Ouant.tative  Bestimmung    der    organischen  Stoffe    in    ver- 
d^ünnten  Lösungen  und  in  Trinkwasser  durch   M.krob.en- 

wachsthum. 

Die  klare  Lösung  oder  das  zu  untersuchende  filtrirte  Wasser  wird  durch  Sieden 
oder  auf  irgend  eine  andere  Weise  durch  Hitze  sterilisirt.    In  ein  bestimmtes  Volumen 


wird  dann  eine  Spur  irgend  einer,  je  nach  Umstanden  kleinen  oder  sehr  kleinen,  nicht 
in  Ketten  wachsenden,  sondern  nach  jeder  Theilung  sofort  frei  kommenden  Bakterie 
ausgesat,  und  wenn  der  Höhepunkt  der  Vermehrung  erreicht  ist,  durch  Kolonienzah- 
lung  in  irgend  einem  geeigneten  festen  Substrate  der  als  Bakteriensubstanz  aus  der 
Lösung  abgesetzte  Gehalt  an  organischen  Nahrstoffen  festgestellt. 

Verwendet  man  dabei  eine  Bakterienart,  welche  für  die  X'ermehrung  eine  ge- 
sonderte  Stickstoff-  und  Kohlenstoffquelle  verlangt,  so  wird,  bei  Gegenwart  einer 
zureichenden  Quantitat  Phosphate,  von  den  beiden  Körpergruppen  so  viel  als  Bak- 
teriensubstanz festgelegt,  wie  dem  plastischen  Aequivalent  dieser  Stoffe  entspricht  *) ; 
der  neben  diesem  Aequivalent  in  Ueberschuss  vorhandene  Theil,  sei  es  der  Stickstoff- 
verbindungen,  sei  es  der  Kohlenstoffsubstanzen,  bleibt  unverwendet   zurück. 

Wird  dagegen  der  zu  analysirenden  Flüssigkeit  eine  Mikrobienart  zugefü^t, 
welchesichnur  ausschliesslichvon  stickstofïhaltigen Stoffen  ernahrt,  so  erhiilt  manEin- 
sicht  in  das  quantitative  Mass  dieser  Körpergruppe  allein,  und  zwar  soweit  dieselbe 
für  Mikrobienvermehrung  tauglich  ist.  Echte  Peptonbakterien  werden  keine  Ammon- 
salze  und  ebensowenig  Nitrite  und  Nitrate  anzeigen. 

Als  sehr  geeignet  für  diese  Untersuchung  haben  sich  die  sogenannten  Wasser- 
bakterien  ergeben,  das  heisst  diejenigen  Formen,  welche  durch  ihre  ausserordentliche 
Kleinheit  und  durch  einen  höchst  merkwürdigen  Ernahrungsmechanismus  selbst  in 
destillirtem  Wasser  zu  prodigiösen  Zahlen  sich  vermehren  können.  Dieselben  mussen 
zum  Zwecke  des  Z«Hhlens  in  sehr  verdünnte  feste  Substrate  ausgesat  werden,  z.  B. 
in  10%  Lösungen  reiner  Gelatine  in  Leitungswasser.  Die  Hauptschwierigkeit  bei 
der  Ausführung  der  Versuche  ist  die  Erhaltung  einer  konstanten  Temperatur,  ferner 
die  vollstandige  Fernhaltung  flüchtiger  organischer  Körper,  sowie  schadlicher  Stoffe 
von  den  Kulturkolben. 

2.  Quantitative  Bestimmung  des  Gesammtstickstoffes. 

Die  Hauptformen,  worin  der  Stickstoff  im  Wasser  und  in  den  meisten  physio- 
logisch  wichtigeren  Flüssigkeiten  gefunden  wird,  namlich  als  Eiweiss,  Pepton,  Amid, 
Ammonsalz,  Nitrit  und  Nitrat,  sind  alle  der  biochemischen  Bestimmung  zugiinglich, 
das  heisst,  es  gibt  bestimmte  Mikrobien,  welche  diese  Körper  als  Stickstoffquellen 
verwenden  können.  Wie  sich  in  dieser  Beziehung  die  Cyanverbindungen  verhalten, 
das  heisst,  ob  es  überhaupt  lebende  Wesen  gibt,  welche  dieselben,  zusammen  mit  einer 
Kohlenstoffquelle,  assimiliren  können,  ist  mir  noch  unbekannt.  Zahlreiche  Formen, 
welche  ich  untersuchte,  konnten  es  bestimmt  nicht.  Stoffe  wie  Tyrosin,  Leucin  und 
Ureum  werden  dagegen  durch  viele  Arten,  bei  Gegenwart  eines  Kohlehydrates,  voll- 
standig  assimilirt. 

Die  Methode  ist  eine  ausserordentlich  empfindliche.  Ta  die  Empfindlichkeit  ist 
eine  so  grosse,  das  es  empfehlenswerth  ist.  Organismen  zu  gebrauchen,  welche  nicht 
allzu  klein  sind  und  desshalb  bei  der  Herstellung  jedes  individuellen  Keimes  eine 
nicht  excessiv  kleine   Stickstoffmenge   absorbiren.     Es   sind  besonders   gewisse   Hefe- 


')  Ueber  den  A'usdruck  »plastisches  Aeqiiivalent«  findet  man  Naheres  in  meinem 
Aufsatze  über  die  Ernahrung  der  Leuchtbakterien,  Archives  Néerlandaises, 
T.  24.  pag.  393.  1890. 
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arten*),  welche  sich  deshalb  selir  für  die  biochemische  Analyse  empfehlen.  Bei  dem 
(iebrauch  von  Hefen  muss  man  jedoch  durch  das  Mikroskop  sicher  festgestellt  haben, 
dass  die  Zeilen  ganzlich  lose  herum  schwimmen;  sind  dieselben  noch  zu  Verbanden 
vereinigt,  so  ist  natürlich  Kolonienzahlung  ganzlich  werthlos.  Ferner  muss  hervor- 
gehoben  werden,  dass  die  gewöhnlichen  Hefeformen  Peptone  sehr  leicht,  Eiweiss- 
körper  dagegen  nicht  oder  nur  sehr  unvollkommen  assimiliren,  so  dass  diese  unbe- 
nützt  in  den  Flüssigkeiten  zuriickbleiben.  Nitrite  werden,  so  viel  mir  bekannt,  nur 
<lurch  das  Nitratfcrment  verbraucht,  und  dieses  Ferment  ist  wegen  des  allzu  lang- 
samen  Wachsthums  für  die  Analyse  nicht  zu  verwenden.  Es  ist  aber  leicht,  ohne  Ein- 
führung  irgend  einer  Fehlerquelle,  etwa  vorhandenes  Nitrit  zuvor  durch  eine  Spur 
Permanganat  zu  oxydiren.  Das  dabei  entstehende  Nitrat  kann  durch  gewisse  Hefen 
assimilirt  werden. 

Das  hohe  Phosphatbediirfnis  der  Hefen  wird  in  manchen  FiiUen  die  Zufügung 
einer  Spur   Kaiiumbiphosphats  an  die  zu  untersuchende  Fliissigkeit  erheischen. 

Ist  die  Stickstoffmenge  eine  iiusserst  geringe,  handelt  es  sich  z.  B.  um  die  Be- 
stimmung  dieses  Körpers  in  destillirtem  Wasser  oder  in  den  Verunreinigungen,  wel- 
chen  Rührzucker  oder  Glykose  anhangen,  so  ist  es  empfehlenswerth,  gewisse  Bak- 
terienarten,  welche  sich  leicht  vermehren  und  ein  nur  geringes  Stickstoflfbedürfniss 
haben,  für  die  Analyse  zu  verwenden.  Bei  der  Aussaat  für  das  Kolonienzahlen  muss 
dann  aber  mit  grösster  Vorsicht  vorgegangen  werden,  denn  die  verschiedenen  indivi- 
duellen Kcime  verhalten  sich  einer  bestimmten  Konzentration  der  Nahrstoffe  gegen- 
über  nicht  alle  gleich,  und  zwar  in  der  Weise,  dass  die  alteren  Keime,  in  konzen- 
trirtercn  Nahrmassen,  worin  die  jüngeren  Keime  sehr  gut  zu  Koloniën  auswachsen, 
nicht  alle  zur  Entwicklung  gelangen  -). 

Man  hat  jedoch  für  solche  Versuche  eine  so  reiche  Auswahl  von  Formen,  be- 
sonders  wenn  man  die  in  Wasser  oder  die  neben  dem  Nitrit-  und  Nitratferment  bei 
Nitrifikationsversuchen  auftretenden  Arten  anwendet,  dass  sich  vielleicht  die  ge- 
nannte,  durch  das  .'\lter  der  Keime  bedingte  Schwierigkeit  bei  weiterer  Ausbildung 
des  Verfahrens  vollstiindig  wird  beseitigen  lassen.  Ich  erwarte  dieses  besonders  des- 
halb, weil  ich  viel  besser  übereinstimmende  Zahlen  erhielt,  als  ich  eine  von  mir  als 
B.  nitrosophilus  bezeichnete  Art  verwendete,  wie  mit  den  ebenfalls  an  ver- 
dünnte  Nahrlösungen  adaptirten  Papilionaceenbakterien. 

Auch  muss  betont  werden,  dass  es  für  die  Genauigkeit  des  Versuches  wichtig  ist, 
wenn  die  individuellen  Keime  gleich  gross  sind.  Auch  dieses  ist  bei  dem  stabchen- 
förmigen  B.  nitrosophilus  viel  mchr  der  Fall  wie  bei  den  Wurzelbakterien  der 
Papilionaceen,  welche  in  den  Kuituren  als  Stabchen,  Sterne,  Bakteroide  und  sehr 
kleine  Schwarmer  auftreten. 

Auf  die  Möglichkeit,  die  Phosphate  in  Wasser  durch  die  biochemische  Analyse 
quantitativ  zu  bestimmen,  habe  ich  meine  Aufmerksamkeit  noch  nicht  gerichtet.  Meine 
auxanographischen  Versuche  haben  mich  überzeugt,  dass  diese  ebenso  gut  ausführbar 
erscheint  wie  die  .Stickstoffbestimmung. 


')  Das  Wort  »Hefe«  Rcbrauche  ich  hier  im  wcitcsten,  morphologischen  Sinne, 
und  vcrstehe  darunter  auch  die  rothen  Hefen,  welche  gar  nicht  vcrwandt  sind  mit 
der  .\lkoholhefe. 

')  Diese  ErklarnnR  der  bcobachteten  Thatsache  geht  aus  den  vcrsleichcndcn  \'er- 
suchen  mit  jungen  und  alten  Kulturcn,  welche  für  die  Aussaaten  sebraucht  werden,  hcrvor. 


Dagegen  erachte  ich  die  Möglichkeit  des  Nachweises  von  Kalium  als  fraglich, 
diejenige  von  Schwefel,  Chlor,  Calcium  und  Magnesium  als  nicht  ausführbar. 

3.    Hauptschwierigkeiten   des   Verfahrens. 

Diejenigen  Forscher,  welche  sich  mit  der  Bestimmung  des  Zuckergehaltes  or- 
ganischer  Lösungen  durch  Gahrung  beschaftigt  haben  und  die  grossen  Abweichungen 
kennen,  welche  dabei  in  der  entwickelten  Kohlensauremenge  auftreten,  werden  viel- 
leicht  die  von  mir  vorgeschlagene  physiologische  Methode  als  eine  a  priori  sehr  un- 
genaue  zu  bezeichnen  sich  veranlasst  fühlen. 

Gegen  das  gewöhnlich  angewendete  Gahrungsverfahren  habe  ich  aber  viel  ein- 
zuwenden.  An  dieser  Stelle  genügt  es  zu  betonen,  dass  aus  der  Ungleichheit  der 
Kohlensaurequantitaten  bei  den  ü  b  1  i  c  h  e  n  Gahrungsversuchen,  welche  mit  roher 
Press-  oder  Bierhefe  angestellt  werden,  durchaus  nicht  auf  eine  Ungleichheit  in  der 
Anzahl  der  neugebildeten  Hefezellen  geschlossen  werden  kann,  wenn  nach  meinem 
Verfahren  gearbeitet  wird,  und  ich  behaupte,  dass  es  durch  das  Zahlen  der  Zeilen, 
welche  bei  übrigens  gleichen  Versuchsbedingungen  entstehen,  auch 
möglich  ist,  eine  sehr  genaue  Einsicht  in  die  quantitativen  Zuckerverhaltnisse  ver- 
schiedener  Nahrlösungen  zu  erreichen.  Es  ist  dabei  an  allererster  Stelle  nöthig,  den 
Stickstofï  immer  in  derselben  Form  —  z.  B.  bei  den  Mykodermen  als  Ammonverbin- 
dung,  bei  den  Mahosehefen  als  Pepton  »)  —  in  die  Flüssigkeiten,  welche  auf  Zucker 
mitersucht  werden  sollen,  darzureichen.  Ferner  muss  die  für  die  Aussaat  verwendete 
Zahl,  sowie  die  Qualitat  =)  der  Zeilen  nahezu  identisch  sein,  was  leicht  durch  Ab- 
messen  geschehen  kann,  wenn  man  zuvor  die  Zeilen  in  Wasser  aufschüttelt,  und  end- 
Hch  muss  der  Zutritt  des  Sauerstoffs  in  die  Nahrlösungen  auf  identische  Weise 
stattfinden.  Dieses  letztere  lasst  sich  sehr  vollkommen  erreichen,  wenn  die  in  den 
Versuchskölbchen  oberhalb  der  Kulturflüssigkeit  befindliche  Luft  durch  eine  Druck- 
oder  Saugvorrichtung  sehr  langsam,  aber  fortwahrend  erneuert  wird.  Die  Schichten 
•in  den  Kulturkölbchen  sollen  dabei  sehr  dünn,  die  zugeführte  Luft  filtrirt  und  nicht 
zu  trocken  sein. 

Als  von  besonderer  Wichtigkeit  bezeichnete  ich  die  chemische  Bindungsform, 
worin  der  Stickstoff  dargereicht  wird.  In  dieser  Beziehung  kann  ich  nicht  auf  Ein- 
zelheiten  eingehen  und  betone  nur,  dass  identische  Zuckermengen  sehr  verschiedene 
Zahlen  von  Hefezellen  erzeugen  mit  identischen  dargebotenen  Stickstoffmengen,  je 
nachdem  die  letzteren  als  Pepton,  Amid  oder  Ammoniaksalze  zur  Verfügung  stehen. 
Peptone  erweisen  sich,  z.  B.  bei  der  Vermehrung  der  Maltosehefen  am  produktivsten, 
bei  den  Mykodermen  dagegen  nicht  etc. 

Aehnliche  Verhaltnisse  wie  die  hier  beschriebenen  werden  gewiss  auch  fiir  alle 
anderen  Mikrobien  als  Fehlerquellen  des  Verfahrens  bestehen.  Dieselben  sind  je- 
doch  bei  den  nicht  gahrenden  Arten  von  geringerer  Bedeutung,  und  bei  der  Aufstel- 
lung  von  nur  relativen  Werthen  jedenfalls  kein  ernstes  Hinderniss. 


')  Die  Zahl  der  Hefezellen,  welche  aus  Pepton  mit  Nahrsalzen  allein  entsteht,  ist 
eine  ausserst  kleine,  und  kann,  wenn  der  Zucker  in  nicht  allzu  geringer  Quantiat  vor- 
liegt,  vernachlassigt  werden. 

*)  Unter  Qualitat  verstehe  ich  hier  die,  besonders  durcli  das  Alter  bestininitc 
Quantitat  der  in  den  Zeilen  vorhandenen  Reservestoffe,  wie  Glykogen,  Protoplasma  und 
Extraktivkörper. 
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Auf  die  nicht  flüchtigen  löslichen  Stoffwechselprodukte  der  Mikrobien  glaube  ich 
ungefiihr  die  namlichen  Betrachtungen  anwenden  zu  können,  wie  auf  die  Athmungs- 
und  Gahrungskohlensjiure  der  Hefe,  und  ich  meine,  dass  auch  dadurch  das  Erreichen 
vollstandiger  Genauigkeit  zwar  vereitelt  werden  muss,  allein,  dass  die  Grosse  der  sich 
daraus  ergebenden  Toleranz  die  Methode  nicht  erschüttert.  In  anderen  Aufsatzen 
werde  ich  durch  Beispiele  das  hier  Gesagte  naher  begründen. 


Zur  Ernahrungsphysiologie  des  Kahmpilzes'). 

Centralblatt  tiir   Bakteriologie  und  Parasitenkiinde,  Jena,  XI.  Band,   1892,  S.  68— 75. 

I.  Die  Ernahrung  des  Kahmpilzes  mit  Kohlehy  draten. 

Abgesehen  von  den  Phosphaten  und  den  übrigen  Aschenbestandtheilen  ist  die 
.Ernahrung  bei  den  verschiedenartigsten  Hefearten  eine  dualistische.  Hier  wer- 
den namlich  für  die  vollstandige  Aeusserung  aller  Lebenserscheinungen  eine  ge- 
sonderte  Kohlenstofï-  und  Stickstoffquelle  gefordert. 

In  Bezug  auf  die  für  Hefe-  und  Kahmpilze  nothwendigen  Stickstoft'quellen 
muss  ich  mich  an  dieser  Stelle  kurz  fassen.  Es  geniigt  hervorzuheben,  dass  \Yeiii- 
und  Bierhefe  auf  Amide,  wie  z.  B.  Asparagin  (nicht  aber  Ureum),  und  ganz  beson- 
ders  auf  Peptone  angewiesen  sind;  .^mmonsalze  werden  durch  diese  Hefearten  nur 
sehr  schwierig  und  langsam  assimilirt.  Der  Kahmpilz  kann  dagegen  ebenso  gut,  ja 
noch  besser  mit  Amnionsalz  ernahrt  werden,  wie  mit  Amiden  und  Peptonen.  Auch 
Ureum  ist  dafür  ausgezeichnet.  Nitrate  sind  nur  für  vereinzelte,  Nitrite  für  keine 
dieser  Organismen  Stickstoft'quellen.  Diese  Körper  bleiben  in  Kontakt  z.  B.  mit  Mal- 
tosehefen  oder  mit  Kahmpilz,  wie  es  scheint,  unter  allen  Umstanden  unzersetzt  ^). 

.'\uf  fernere  Einzelheiten  in  Bezug  auf  die  Stickstoffernahrung  muss  ich  hier 
verzichten,  wünsche  aber  zu  betonen,  dass  der  eben  angeführte  Gegensatz  zwischcn 
Kahmpilze  einerseits  und  Bier-  und  Weinhefe  andererseits  bezüglich  deren  Verhalten 
zu  Ammonsalzen,  nicht  nur  physiologisch,  sondern  auch  für  methodische  Zwecke 
wichtig  ist. 

In  Bezug  auf  die  Kohlenstoffquellen  mussen  wir  etwas  ausführlicher  sein. 

Die  beste,  und  für  einige  Spezies  wohl  die  alleinige  Kohlenstoffnahrung,  sind  die 
Zuckerarten,  worauf  der  Name  Saccharomyces  hindeutet.  Verfolgt  man  die 
Sache  im  Einzelnen,  so  findet  man,  dass  die  verschiedenen  Saccharomyceten  sich  den 
verschiedenen   Zuckern    gegenüber    so  verschieden    verhalten,  dass  darauf  eine    sehr 


')  Ich  gebrauche  hier  den  Namen  Kahmpilz  in  der  namlichen  FassiinK,  welche 
ursprünglich  von  Recss  gegeben  wurde  (.\lkolinlgahrungspilze.  Lcipzig  1870.  pag.  85). 
Es  geboren  dazu  eine  Reihe  morphologischer  \'arietaten.  welche  sich  aber,  bei  genauer 
Untersuchung,  als  nicht  vollstandig  konstant  ergeben.  imd  —  was  hier  Hauptsachc  ist 
—  sich  in  Bezug  auf  die  Zerlegung  der  verschiedenen  Zuckerarten  identisch  verhaltcn. 
Dieselben  lassen  sich  sehr  leicht  an  der  Form  ihrer  Kolonieen  auf  (nicht  in)  Niilir- 
gelatine  unterscheiden. 

')  Die  gegentheiligen  ."Vngaben  in  der  Litteratur  sind  fehlerhaft.  Mir  ist  nur  eine 
Hefeart  bekannt  geworden,  welche  ihrcn  Stickstoffbedarf  Nitraten  zu  entlehnen  vermag, 
namlich  die  Essigatherhefe. 
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gute  physiologische  Eintheilung  der  Gattung  gegriindet  werden  kann  ).  Die  folgende 
kleine  Tabelle,  worin  ich  nur  einigc  der  interessantesten  Hefearten  und  die  wichtig- 
sten  Zuckersorten,  sowie  Glycerin  und  Dextrin,  aufgenommen  habe,  mag  dieses  ver- 
sinnlichen. 


Sacchartimycesarten 

Maltese 

Glu-           Sac- 
kose')       charose 

Lactose 

Dextrin 

Glycerir» 

S.  ellipsoideus'-)    .... 

S.  cerevisiae') 

S.  Pastorianus  Reess    .     . 

S.  fragrans*) 

S.  Kefyr») 

S.  Mycoderma 

S.  acctacthylicus")    .     .     . 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+  ' 

+ 

+ 

11   +   1111 

1     1     1     1   +   1     1 

+ 
+ 

In  vorstehender  Tabelle  bedeutet  das  Zeichen  +,  dass  der  betreffende  Zucker 
assimiiirt  wird  und  für  das  Wachsthum  verwendet  werden  kann;  das  Zeichen — ,  dass 
der  Zucker  durch  die  Hefe  nicht  zersetzt  wird.  Der  Buchstabe  i  gibt  an,  dass  der 
Zucker  vor  der  Aufnahme  invertirt  wird.  Durch  die  Assimilationsmöglichkeit  dieser 
Körper  ist  die  Gahrungsfahigkeit  derselben  zwar  meistens,  jedoch  durchaus  nicht 
immer,  gegeben.  Da  die  Gahrungsfunktion,  das  heisst  in  diesem  Falie,  die  Spaltung 
in  Alkohol  und  Kohlensaure  ohne  einen  adaquaten  Sauerstoffverbrauch,  bei  manchen 
Arten  nur  unter  bestimmten  Umstanden,  worauf  wir  unten  noch  zurückkommen,  be- 
merkbar  ist,  so  ist  darauf  in  der  gegebenen  Tabelle  keine'  Rücksicht  genommen. 
Unter  Assimilationsfahigkeit,  und  ich  hebe  das  noch  besonders  hervor,  haben  wir 
nicht  eine  undeutliche  oder  zweifelhafte  Erscheinung  zu  verstehen,  sondern  es  handelt 
sich  dabei,  bei  geeigneter  Versuchsanordnung,  um  eine  ebenso  sichere  und  scharfe  Er- 
scheinung, wie  bei  den  besten  chemischen  Reaktionen.  Auffallend  und  für  methodische 
Zwecke  sehr  wichtig  ist  das  negative  \'erhalten  des  Kahmpilzes  den  verschiedenen 
Kohlehydraten  gegenüber,  nur  Glukose,  Lavulose  und  Invertzucker  werden  von  dic- 


')  In  Bezug  auf  die  Ernahrung  mit  Kohlehydraten  kann  man  die  Gattung  Sac- 
charomyccs  im   vvcitcstcn   Umfangc  in   die  folgenden  Abtheilungen  spalten: 

a)  Glucomyces.  Beispiel:  S.  Mycoderma.  |3)Maltomyces.  Beispiel:  S.  cere- 
visiac.  -j)  Lactomyces.  Beispiel:  S.Kefyr.  &)  Raffinomyces.  Beispiel:  S.  fragrans. 
e)  Dext rinomyces.  Beispiel:  S.  Pastorianus.  1^)  Polysaccharomyces.  Beispiel: 
S.  acctacthylicus. 

Die  Bcdcutung  der  hier  gcwiihlten  Namen  ergibt  sich  aus  obenstehender  Tabelle. 
Mit  Ausnahme  von  Glukose,  Laevulose  und  Invertzucker,  welche  von  allen  Hefearten 
assimiiirt  werden,  gibt  es  für  jede  Zuckerart  Hcfeformcn,  welche  sich  damit  nicht  er- 
nahren  können. 

')  Wcin-  oder  Prcsshefe. 

•)    Bierhefe. 

*)  S.  Pastorianus  Pasteur.  Ich  wahlte  den  Namen  fragrans  wegen  der  licbliclicn 
Ester,  welche  diese  Art,  neben  Alkohol,  aus  Glukose  erzeugen  kann. 

')   Hefe  der  Kefirkörner. 

")   Essigiitherhcfe. 

')   Lavulose  und  Invertzucker  verhalten  sich   wie  (ilukose. 

')  Der  Buchstabe  i  bedeutet,  dass  Rohrzuckcr  invertirt  wird. 
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ser  Art  zum  W'achsthum  verwendet  und  Maltose  bleibt  vollstandig  unzersetzt.  Dass 
auch  Rohrzucker  nicht  zerlegt  wird,  beruht,  wenigstens  in  erster  Linie,  auf  dem  Feh- 
len  eines  invertirenden  Enzyms.  Diese  Thatsachen,  welche  mir  schon  1886  bekannt 
waren,  veranlassten  mich,  Maltose-  und  Rohrzuckerlösungen,  unter  Zufügung  einer 
Spur  Ammonphosphat,  von  den  als  Verunreinigung  anhringenden  Zuckerarten,  wie 
Glukose  und  Invertzucker,  durch  Reinkultur  des  Kahmpilzes  zu  befreien.  Spater  ent- 
wickelte  sich  daraus  ein  gutes  V'erfahren,  um  die  Erzeugung  gewisser  Enzyme,  wie 
Invertin  und  Glukose,  durch  Mikrobien  zu  studiren,  sowie  die  noch  immer  unvoll- 
standig  beantwortete  Frage,  inwieweit  Pankreasdiastase,  Ptyalin,  Malzdiastase  und 
andere  Diastasepraparate,  neben  Maltose  auch  Glukose  erzeugen,  zu  erledigen.  Es 
war  eben  diese  Erkenntnis,  welche  mich  zum  Schreiben  des  vorliegenden  Aufsatzes 
veranlasste.  Zur  richtigen  Beurtheilung  der  Versuche,  welche  zu  diesem  Zw'ecke  an- 
gestellt  werden  können,  mussen  jedoch  die  die  Ernahrungsphysiologie  des  Kahmpilzes 
betreffenden  Umstande  genau  bekannt  sein.  Die  Versuche  selbst  werden  in  einem  an- 
deren Aufsatze  besprochen  werden. 

2.  Ernahrung  des  Kahmpilzes  mit  anderen  Kohlenstoff- 
quellen,  wie  Kohle  hydraten. 

Auf  dem  weiten  Gebiete  der  Anpassungen  der  Mikrobien  an  gewisse  Stoffe  dürfte 
es  kaum  ein  zweites  Beispiel  eines  so  ausgepragten  Abhangigkeitsverhültnisses  einer 
Art  zu  den  Exkretionsprodukten  von  ganz  anderen  Organismen  geben,  wie  dasjenige 
des  Kahmpilzes  zu  den  Maltose-  und  Saccharosehefen.  Muss  es  einerseits  als  eine 
Unvollkommenheit  in  der  Organisation  des  Kahmpilzes  betrachtet  werden,  dass  Rohr- 
zucker, Maltose  und  Milchzucker  dafür  sozusagen  nicht  existieren,  so  wird  dieser 
Nachteil,  wenn  nicht  aufgehoben,  doch  sehr  verkleinert  dadurch,  dass  Alkohol  ein 
ausgezeichneter  Nahrstotï  fiir  den  Kahmpilz  ist^).  Wissen  wir  nun  noch  dazu,  dass 
auch  Bernsteinsaure  und  Glycerin,  obschon  schwieriger  wie  Alkohol,  als  Nahrung 
fungiren,  so  wird  obiger  Ausspruch  nicht  übertrieben  genannt  werden  können.  Dabei 
ist  die  Anpassung  aber  nicht  stehen  geblieben,  sondern  unser  Pilz  hat  es  noch  um 
einen  sehr  entscheidenden  Schritt  weiter  gebracht.  Die  ausserordentlich  allgemeine 
Verbreitung  der  Essigbakterien  im  Staube  des  Getreides  -)  bedingt  die  allgemein  be- 
kannte  Leichtigkeit,  womit  Sauerteig  ')  und  vergohrene  Malzauszüge  zur  spontanen 
Essigsaurebildung  gelangen.  Dieses  Vorkommen,  sowie  ihre  Aligemeinheit  im  Staube 
der  Luft  bedingt  die  Sauerungsfahigkeit  von  Wein,  Bier  und  anderen  gegohrenen 
Flüssigkeiten.  Da  der  Kahmpilz  etwas  weniger  allgemein  verbreitet  ist,  wie  die 
Essigbakterien,  muss  er  sich  deshalb,  in  manchen  FiiUen,  von  seiner  eigentlichen 
Hauptnahrung,  dem  Alkohol,  beraubt  finden.  Hier  begegnen  wir  aber  der  weiteren 
Adaption:    die  Essigsaure    ist    ein  ausgezeichneter   Nahrstofif    für  den   Kahmpilz'). 


')  Methyl-,  Propyl-  und  Butylalkohol,  sowie  die  höheren  Alkoholc  werden  nicht 
durch   den  Kahmpilz  assimilirt. 

-)   Ich  spreche  hier  auf  Grund  vieler  eigenen  Versuche. 

')  Die  im  Sauerteige  gewünschten  Organismen  sind  die  Alkfiliollu-fen.  Die  Milch- 
saurefermente  sind  darin  nur  insoweit  nützlich,  als  dieselben  durch  ihre  Milclisaurc- 
absonderung  Essig-  und  Faulnissbakterien  in  ihrcr  Entwicklung  beeintrachtigcn. 

*)  Ameisensaure,  Propionsaure,  Buttersaure,  sowie  die  höheren  I'cttsaurcn  werden 
durch  den  Kahmpilz  nicht  assimilirt. 


Dieser  Umstand,  in  Verbindung  mit  der  Fahigkeit  der  Ammonsalze  als  Stickstoff- 
quelle  zu  fungiren,  veranlasst  zu  dem  folgenden  eleganten  Versuch:  Ein  Becherglas 
mit  einer  verdünnten  LiJsung  von  Ammonacetat  und  etwas  Kaliunibiphosphat  wird  der 
spontanen  Infektion  überlassen.  Die  meisten  Schimmel-  und  Bakterienarten,  Hefen 
und  Protozoen  finden  darin  keinen,  der  Kahmpilz  dagegen  einen  vorzüglichen  Nahr- 
boden.  Deshalb  entsteht  in  einigen  Tagen  eine  geschlossene  Haut  des  Kahmpilzes  auf 
der  Oberflache  der  Flüssigkeit,  welche  sozusagen  als  eine  Reinkultur  betrachtet  wer- 
den kann.    Calciumacetat  wird  unter  Absonderung  von  Calciumcarbonat  zerlegt. 

Eben  wie  der  Kahmpilz  an  die  Nebenprodukte  der  Alkoholgahrung,  namlich  an 
Bernsteinsaure  und  Glycerin,  adaptiert  ist,  so  ist  er  es  auch  an  die  bei  der  spontanen 
Essigbildung  leicht  entstehenden  Zuckersauren.  Diese  Körper  bilden  sich  aus  dem 
noch  nicht  der  Alkoholgahrung  anheimgefallenen  Theile  des  Zuckers,  sei  es  Glukose, 
Maltose,  Saccharose')  oder  Laktose,  dadurch,  dass  die  Essigfermente  den  Sauerstoff 
direkt  auf  diese  Körper  übertragen,  in  Folge  dessen  eine  chemische  Addition  stattzu- 
finden  scheint.  Für  den  Kahmpilz  ist  dadurch  der  Zucker  nicht  verloren,  im  Gegenteil, 
Maltose,  Laktose  und  Saccharose,  vv'elche  an  sich  nicht  assimilirbar  sind,  werden 
eben  dadurch  zu  einem  nützlichen  Nahrstoff  für  den  Pilz. 

Und  hiermit  schliesse  ich  meine  kurze  Uebersicht  der  stofïlichen  Anpassungen 
von  Saccharomyces  Mycoderma,  welche  ich  besonders  desshalb  anführe, 
weil  dadurch  die  Fahigkeit  des  Kahmpilzes  für  mikrobiochemische  Zwecke,  sowie  die 
Fehlerquellen,  welchen  man  dabei  begegnen  kann,  sich  gut  beurtheilen  lassen. 

Diese  letztere  Gedankenlinie  führt  uns  nun  noch  zur  Betrachtung  einer  Erschei- 
nung  von  ganzlich  anderer  Natur,  namlich  auf  die  Umwandlung  der  Glukose  in  Al- 
kohol  und  Kohlensaure  durch  den  Kahmpilz  selbst. 

3.  Der  Kahmpilz  als  Giihrungserreger. 

Das  Wort  G.ïhrung  wird  nach  meiner  Ansicht  in  vielen  wissenschaftlichen  Ab- 
handlungen  missbraucht.  Anstatt  sich  die  Mühe  zu  geben,  für  sich  und  andere  zurecht 
zu  legen,  was  sie  darunter  eigentlich  verstehen,  haben  die  Autoren  nur  zu  oft  die 
Gewohnheit,  die  Gahrung  als  eine  selbstverstandliche  Erscheinung  aufzufassen,  wo- 
mit  alle  ihre  Leser  ganz  genau  bekannt  sind.  Finden  sie  dann,  dass  der  Sauerstoflf 
der  Luft  in  gewissen  Fallen  die  Lebenserscheinungen  und  damit  auch  die  Gahrung 
bei  ihren  Gahrungserregern  kraftig  fördert,  so  glauben  sie  sich  verpflichtet,  Pa- 
steur über  seine  Sauerstoflfentziehungstheorie  dieser  Erscheinung  tadeln  zu  mussen. 

Inzwischen  ist  dasjenige,  was  eben  Pasteur  über  die  Theorie  der  Gahrung 
gesagt  hat,  doch  noch  stets  weitaus  das  Beste,  wenn  nicht  das  einzig  Wissenschaft- 
liche,  was  darüber  bisher  bekannt  ist.  Ich  wiederhole,  dass  ich  hier  nur  von  der 
Theorie  der  Gahrung  spreche,  denn  neue  Gahrungserscheinungen  sind  nach  P  a  - 
s  t  e  u  r's  Arbeiten  nicht  wenige  bekannt  geworden;  zur  Begründung  einer  besseren 
Theorie,  als  die  von  ihm  gegebene,  haben  dieselben  aber  nicht  beigetragen. 

P  a  s  t  e  u  r's  Hauptentdeckung  lasst  sich  durch  die  zwei  folgenden  Satze,  welche 
auf  die  Bierhefe  Bezug  haben,  wiedergeben. 

I.  Die  Hef  e  kann  in  einem  vollstandig  sauerstofïfreien  Medium  wachsen  und 
gahren. 


')   Die  Essigfermente  invcrtircii  Rohrzuckcr  und  Maltose  nicht. 
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2.  Nach  einigen  Zelltheilungen  ist  die  Aufnahme  neuen  Sauerstoft's  nothwendig, 
um  Wachsthum  und  Gahrung  weiter  zu  ermöglichen. 

Pasteur  sagt  sehr  deutlich,  dass  die  unter  i  angefiihrte  Anaërobiose  die  Ge- 
genwart  einer  festen  Sauerstoffreserve  in  den  Hefezellen  voraussetzt.  Als  er  dann 
spater  die  Buttersauregahrung  des  Calciumlaktates  auffand,  wofür  die  unter  2  an- 
gegebene  Nothwendigkeit  einer  Erneuerung  der  Sauerstoffreserve  nicht  nachgewiesen 
ist,  hat  er  auf  den  zweiten  Satz  nur  eine  untergeordnete  Bedeutung  gelegt  —  ob  mit 
Recht,  das  muss  die  Zukunft  lehren  — ,  dadurch  aber  die  ziemlich  verwickelten  Ver- 
haltnisse  nicht  tiefer  begründet  oder  aufgeklart,  besonders  deshalb  nicht,  weil  andere 
Forscher,  eben  wie  Pasteur  selbst,  diese  Gahrung  bisher  nur  als  eine  spontane, 
sehr  capriciöse  Erscheinung  kennen  lernten.  Ich  habe  eine  Reihe  ven  Beobachtungen 
über  eine  andere,  anscheinend  vollkommen  anaërobe  Gahrung  anstellen  können,  nam- 
lich  die  Butylalkoholgahrung;  ich  heffe  darauf  spater  zurückkommen  zu  können. 

Ich  darf  nicht  unterlassen,  hervorzuheben,  dass  auch  Pasteur  selbst  dann  und 
wann  in  seinen  Schriften  in  den  vorher  genannten  Fehler  verfallt,  insoweit  er  seine 
eigene  Gahrungstheorie  bisweilen  nicht  beriicksichtigt.  Wie  kann  es  anders  erkl.Hrt 
werden,  dass  er  die  Essigbildung  mit  der  Gahrung  zusammenwirft,  wahrend  ihm 
offenbar  alles  daran  gelegen  ist,  zu  zeigen,  dass  Gahrung  Leben  ohne  freien  Sauer- 
stoff  ist. 

Nach  meiner  Ansicht  kann  man  sich  aus  derSache.welche  offenbar  in  einenWort- 
streit  auslauft,  nur  dadurch  retten,  dass  man  für  Gahrung  eine  gute  Definition  auf- 
sucht,  welche  jedermann  annehmen  kann,  und  dann  weiter  nur  diejenigen  Erscheinun- 
gen,  welche  in  die  Definition  hineinpassen,  als  Gahrung  bezeichnet,  und  wenn  sie  das 
nicht  thun,  auf  andere  Weise  systematisiert.  Nun  behaupte  ich,  dass  »gahren«  ein 
Wort  des  Volksmundes  ist,  wodurch  die  aussere  Erscheinung  der  Gasentwicklung  in 
einer  fliissigen  oder  haibflüssigen  Masse  angegeben  wird.  Dass  auch  Pasteur,  als 
er  seine  Gahrungstheorie  aufstellte,  das  Wort  in  diesem  Sinne  genommen  hat,  ist 
sicher,  nur  kann  es  bedauert  werden,  dass  er  das  nicht  deutlich  gesagt  hat,  sondern 
eine  Theorie  zu  binden,  gesucht  hat  an  einen  vagen,  nicht  wissenschaftlich  definirten 
Begriff.  Kann  man  mir  bis  soweit  beistimmen,  so  gebe  ich  als  Definition  für  Gahrung: 
Erzeugung  von  Spannkraft  unter  Abspaltung  von  Gas,  und  zwar  von  mehr  Gas,  als 
dem  wahrend  und  vor  der  Gahrung  aufgenommenen  Sauerstoff  entspricht. 

Dass  man  durch  diese  Definition  gebunden,  nun  fernerhin  nicht  sprechen  kann 
von  »Oxydationsgahrung«,  »Pigmentgahrung«  etc,  das  betrachte  ich  eben  als  einon 
Gewinn  an  Klarheit. 

P  a  s  t  e  u  r's  Hauptverdienst  bezüglich  der  Gahrungstheorie  ist  nach  meiner  An- 
sicht der  Nachweis,  dass  die  grosse,  von  ihm  entdeckte  Erscheinung  der  Anaërobiose, 
eben  bei  den  Gahrungserregern  weitaus  am  klarsten  hervortritt.  Weshalb  die 
Anaërobiose  so  vielfach  mit  Gasentwicklung  zusammengeht,  ist  noch  nicht  aufgeklart. 
Vielleicht  ist  es  nur  das  Mittel,  wodurch  die  Gahrungserreger,  welche  ihre  Funktion 
in  Schlamm  oder  in  Wasser  ausführen,  der  freien  Oberflache  und  dadurch  dem  atmo- 
spharischen  Sauerstoff  zugeführt  werden,  wodurch  sie  auf's  Neue  eine  für  spatere 
Gahrung  nothwendige  feste  Sauerstoffreserve  anlegen  können.  Jedenfalls  würde  es 
dadurch  deutlich  werden,  weshalb  eben  das  leichteste  Gas,  namlich  der  Wasserstoff, 
weitaus  das  verbreitetste  gasförmige  Gahrungsprodukt  ist,  wahrend  doch  durch  die 
Excretion  dieses  Körpers  der  grösstmögliche  Verlust  an   Energie  zustande  kommen 


i6 

muss.  Dass  die  Kohlensiiure  bei  weitem  die  Mehrlieit  der  Hefezellen  aus  galirenden 
Maischen  an  die  Oberflache  bringt,  ist  die  Gruiidlage  der  gewöhnlichen  Presshefe- 
fabrikation. 

Wir  kommen  nach  dieser  Abschweifung  auf  die  durch  S.  M  y  c  o  d  e  r  m  a  her- 
vorzurufende  Alkoholgahrung  zu  sprechen.  Diese  findet  nur  aus  Glukose  (und  Lavu- 
lose)  statt. 

Dass  auch  diese  Erscheiiuing  P  a  s  t  e  u  r 's  Scharfblick  nicht  entgangen  ist^), 
ist  besonders  deshalb  bemerkenswerth,  weil  er  mit  einer  für  diesen  \'ersuch  minder 
geeigneten  Flüssigkeit,  niimlich  Bierwürze,  experimentirte.  Die  Ursache,  warum 
Bierwürze  für  diesen  Zweck  nur  wenig  taugt,  kann  man  cigentlioh  schon  in  unserer 
kleinen  Tabelle  nachsehen,  denn  daraus  sieht  man,  das  der  Hauptzucker  der  Würze, 
namlich  Maltose,  nicht  durch  den  Kahmpilz  assimilirt  und  deshalb  auch  nicht  ver- 
gohren  wird.  Bei  P  a  s  t  e  u  r's  Versuch  mit  untergetauchten  Kahmpilzzellen  war  die 
von  ihm  beobachtete  Alkohol-  und  Kohlensaureentwicklung  nur  der  Zersetzung,  der 
nicmals  in  Würze  fehlenden  geringen  Quantitat  Glukose  zuzuschreiben  ").  Anderer- 
seits  hat  die  Würze  die  Eigenschaft,  viel  Kohlensaure  gelost  zu  halten,  welche 
daraus  dann  beim  Schütteln  auf  einmal  entweicht.  Da  es  Pasteur  unbekannt  war, 
dass  Maltose  nicht  durch  den  Kahmpilz  zerlegt  wird,  konnte  er  seinen  Versuch  nicht 
verbessern.  Unsere  neue  Einsicht  gestattet  aber  eine  zweckmassigere  Versuchsan- 
ordnung.  Nur  muss  man  bei  der  Darreichung  der  Glukose  eine  allzureichliche  Luft- 
zufuhr  verhindern,  denn  wenn  der  Sauerstoff  freien  Zutritt  hat,  so  verbrennt  nicht  nnr 
der  schon  gebildete  Alkohol,  sondern  auch  dieser  Zucker  selbst,  sehr  leicht  zu  Wasser 
und  Kohlensaure.  Andererseits  darf  der  Sauerstoff  nicht  ganzlich  felilen,  denn  dann 
findet  überhaupt  kein  Wachsthum  und  keine  Gahrung  statt.  Da  es  mir  darum  zu  thun 
war,  den  Alkohol  nicht  spurenweise,  sondern  bei  Grammen  zu  erhalten,  habe  ich 
mehrere  Versuche  ausgeführt  zur  Bestimmung  der  besten  Gefassform,  um  diesen  ver- 
schiedenen  Erfordernissen  Genüge  zu  leisten.  Ich  bin  dabei  schliesslich  bei  dem  ur- 
sprünglichen  Gebrauch  eines  geriiumigen  Pasten  r'schen  Kolbens  von  einem  Liter 
Inhalt,  welcher  zu  ^/4  angefüUt  wurde,  stehen  geblieben.  Die  beiden  Tubulaturen  wer- 
den mit  Baumwolle  verschlossen,  um  das  Durchsaugen  der  Luft  und  damit  das  Ent- 
fernen  der  Kohlensaureschicht,  welche  bei  der  Gahrung  übcr  der  Flüssigkeit  entsteht, 
dann  und  wann  zu  ermöglichen.  Als  Gahrflüssigkeit  kann  man  sehr  verschiedene 
Materiale  verwenden.  Jede  natürliche  Pepton-,  Amid-  oder  Ammonsalze  enthaltende 
Flüssigkeit,  worin  überdies  Phosphate  vorkommen,  ist  nach  Glukosezufügung  ^)  für 
die  Gahrung  geeignet.  Ausgezeichnet  und  wegen  der  Reinheit  des  erzeugten  Alkohols 
vorzuziehen  ist  eine  künstliche  Lösung  von  folgender  Zusammensetzung: 

I  Liter  Leitungswasser,  lOOg  Glukose,  2g  Biammonphosphat,  o,i  g  Chlorkalium, 
0,05  g  Magnesiumsulfat. 

N'ach  dem  Sieden  und  Abkühlen  wird  dann  eine  Spur  M  y  c  o  d  e  r  m  a  hineinge- 
bracht.  Wurde  die  Flüssigkeit,  welche  schon  schwach  sauer  war,  noch  mit  Salzsiiure 
oder  Aepfelsjiure  etwas  mehr  angesauert,  etwa  bis  auf  '/,  oder  i  cM^  Normallauge  auf 


')  Pasteur,  Études  sur  la  bièrc.    Paris  1876.  pap;.  T14. 

-)  In  einem  Auf^iatzc  übcr  die  Glukasc,  das  Enzym  ck-r  Maltose.  \virili.-n  wir  den 
UrspruHK  der  Glukose  in   Bierwürze  niihcr  bctraclitcn. 

")  Invcrtzuckcr  aus  Robrzucktr,  z.  B.  durch  Invcrtiii  bercitet.  sinvio  Liivnlosc  sind, 
wie  aus  den   frülieron  .XuKabtn  erlullt,  ebenfalls  für   den  K.ilimpilz  KJihrungsfiihin. 
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100  cM',  so  konnte  ich  keine  Verbesserung  bemerken.  Diese  Flüssigkeit  kann  iiiner- 
halb  vierzehn  Tagen,  zwischen  20"  und  25"  C  nahezu  giinzlich  vergahren.  Alkohol 
und  Hefeausbeute  ergaben  sich  aber  ausserordentlich  verschieden,  so  dass  Zahlenan- 
gaben  werthlos  erschienen.  Ich  will  auch  nicht  behaupten,  dass  mir  die  ailergünstig- 
sten  Wachsthums-  und  Gahrungsbedingungen  für  den  Kahnipilz  bekannt  sind,  denn 
darüber  lasst  sich  ein  Urtheil  nur  durch  eine  lange  Reihe  miihsamer  quantitativer 
Versuche  abgewinnen,  deren  Ausfiihrung  ich  bisher  nicht  bezweckte. 

Es  ist  leicht,  auf  die  beschriebene  Weise  betrachtliche  Quantitaten  Alkohol  zu 
gewinnen.  Ich  habe  mehrere  Hundert  cM^  dargestellt  und  denselben  identisch  mit 
dem  gewöhnlichen  Aethylalkohol  gefunden. 

Diese  Betrachtung  der  Hauptzüge  der  Ernahrungsphysiologie  des  Kahmpilzes 
betreffs  dessen  Kohlenstoffernahrungsquellen,  ermöglicht  Anwendung  davon  zu  ma- 
chen  für  den  qualitativen  Nachweis  von  Glukose.  Es  ist  klar,  dass  dieser  Nachweis 
nur  dann  sicher  gelingen  kann,  wenn  man  den  Einfluss  anderer  assimilirbarer  Kohlc- 
hydrate  genau  beurtheilen  oder  ausschliessen  kann.  Es  gibt  aber  eine  Reihe  von  Vor- 
gangen,  wo  dieses  möglich  ist, Vorgange,  welche  durch  ihreNatur  besser  nach  physio- 
logischen  Methoden,  wie  durch  chemische  Untersuchung  erforscht  werden  können, 
und  wo  deshalb  ein  biologisches  Reaktiv  von  hohem  Werthe  ist:  ich  meine  die  enzy- 
matischen  Prozesse.  Ich  werde  dieses  durch  eine  bestimmte  Anwendung  des  Ver- 
fahrens  erlautern,  namlich  durch  den  Nachweis  der  Glukase,  das  Enzym  der  Mal- 
tose,  mit  Hülfe  des  Kahmpilzes. 


M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;    Derde  Deel. 


Notiz  über  die  Cholerarothreaktion. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  XII.  Band,   1892,  S.  715 — 718. 

Da  ich  mich  aus  praktischen  Rücksichten  mit  \'ersuchen  über  die  Zeit  beschaf- 
tigt  habe.wahrend  welcherCholerabakterien  mitPresshefe  in  Kontakt  sein  ken- 
nen, bevor  sie  absterben^),  habe  ichUrsache  gehabt.mich  über  die  sogenannte  »Cholera- 
rothreaktion«  zu  orientieren.  Ich  habe  dabei  einige  Erfahrungen  gewonnen,  welche 
ich  hier  nfittheilen  will: 

Bekanntlich  entsteht  die  Cholerarothreaktion,  wenn  Cholerakulturen  mit  Schwe- 
felsaure  angesauert  werden.  Man  nimmt  an,  dass  der  hierbei  aktive  Körper  Indol  ist 
und,  dass  das  Stattfinden  der  Reaktion  zu  gleicher  Zeit  anzeigt,  es  sei  Nitrit  gegen- 
wartig.  Das  Nitrit  soll  aus  den  in  der  Nahrung  niemals  fehlenden  Nitraten  entstehen, 
welche  durch  die  Cholerabakterien  reduzirt  werden. 

Ich  habe  mir  nun  zunachst  dieFrage  vorgelegt,  welche  Nahrlösung  am  besten  ge- 
eignet  ist,  die  Reaktion  zu  zeigen.  Ich  finde,  dass  dieses  der  Fall  ist  mit  einer  Lösung 
von  K%  Handelspepton  in  Leitungswasser  ohne  jede  weitere  Hinzufügung.  Mein  Pep- 
ton  riihrt  von  der  Firma  Trommsdorff  in  Erfurt  her.  Ich  kultivirte  zunachst 
bei  30°  C,  und  wenn  eine  reichliche  Vegetation  da  war,  stellte  ich  die  Kultur  an  einen 
kühlen  Ort.  Eine  eigentliche  Haut  bildet  sich  unter  diesen  Umstanden  nicht,  dagegen 
ein  deutlicher  Fakalgeruch.  Wenn  solche  Kuituren  mit  wenigen  Tropfen  konzentrir- 
ter  Schwefelsaure  versetzt  werden,  entsteht  eine  schönrote  Farbung,  ungefahr  wie 
von  Rothwein  mit  dem  gleichen  Volumen  Wasser  verdünnt.  Wird  diesen  Kuituren 
vor  der  Schwefelsaurebehandlung  eine  Spur  Kaliumnitrit  hinzugefügt,  so  wird  die 
Reaktion  nicht  deutlicher.  Etwas  mehr  Nitrit  gibt  selbst  Veranlassung,  dass  nur  eine 
braune  Farbung  entsteht  und  nicht  mehr  die  eigentliche  Reaktion. 

Durch  Erhöhung  des  Peptongehaltes  in  der  Nahrlösung  wird  das  Wachsthum 
der  Cholerabakterien  zwar  sehr  erhöht,  doch  nicht  die  Cholerarothreaktion.  Gewöhn- 
lich  nimmt  diese  dabei  ab  und  verschwindet  bei  2  Proz.  Pepton  bisweilen  selbst  ganz- 
lich.  Was  hierbei  aber  bemerklich  ist,  ist  der  Umstand,  dass  wenn  Schwefelsaure 
allein  in  der  an  Pepton  zu  reichen  Kultur  die  Reaktion  nicht  mehr  hervorruft.  diese 
sofort  sichtbar  wird,  wenn  man  der  angesiiuerten  Lösung  eine  Spur  Kaliumnitrit  hin- 
zusetzt.  Das  Hervorrufen  der  Reaktion  durch  Kaliumnitrit  ist  durch  verschiedene 
Autoren  hervorgehoben,  doch  glaube  ich,  dass  die  Differenz  zwischen  verdünnten 
und  konzentrirten  Peptonnahrlösungen  in  dieser  Beziehung  unbekannt  war. 


')  Zu  dicscm  Zwecke  wurden  Cholcrabouillonkulturcn  der  flüssigen  Presshcfe  hin- 
zugefügt in  dem  Augenblick,  als  diese  in  die  Filterpresse  hineinging.  In  der  Presshefe 
waren  die  Cholerabakterien  überhaupt  nicht  wiedcrzufindcn,  in  dem  aus  der  Presse 
ablaufenden  Hefewasser  nur  wahrend  12 — 18  Stunden,  dann  waren  sie  todt.  Hefe  ist 
also  giftig  für  Cholerabakterien. 


19 

Jedenfalls  scheint  das  \'erhalten  der  2-proz.  Peptonlösung  zu  beweisen,  dass  die 
Cholerareaktion  wirklich,  wie  die  Autoren  annehmen,  auf  die  Gegenwart  von  Nitrit 
in  den  gewöhnlichen,  sich  sofort  mit  Schwefelsaure  rothfarbenden  Cholerakulturen 
hinweist.  Entsteht  dieses  Nitrit  aus  den  nicht  nachweisbaren  Nitratspuren  der  N.ïhr- 
lösung,  so  kann  das  Nitrat  offenbar  unter  Umstanden  durch  das  Pepton  gegen  Reduk- 
tion  geschützt  oder,  was  wahrscheinlicher  ist,  zu  Ammonsalz  werden. 

Es  interessirte  mich  nun,  zunachst  zu  wissen,  ob  in  den  Cholerakulturen  die  Ge- 
genwart des  Nitrit  sich  auch  durch  die  anderen  Reagentien  nachweisen  lasst.  Ich 
habe  in  dieser  Beziehung  eine  Reihe  Versuche  mit  Diphenylamin,  Sulfanilinsaure  und 
Naphtylamin  und  mit  Jodkalium,  Starke  und  Salzsaure  ausgeführt,  jedoch  stets  mit 
negativem  Resultate.  Dass  ich  auch  in  meinen  urspriinglichen  34-proz.  Peptonlösun- 
gen  in  Leitungswasser  mit  diesen  Reagentien  keine  salpetrige  Saure  und  ebensowenig 
mit  dem  Diphenylaminreaktiv  Salpetersaure  nachweisen  konnte,  brauche  ich  wohl 
kaum  hervorzuheben. 

Ich  habe  mir  dann  weiter  die  Frage  vorgelegt,  ob  die  Cholerabakterien  faktisch 
Nitrate  zu  Nitriten  reduziren  können.  Zum  Zwecke  der  Beantwortung  dieser 
Frage  habe  ich  der  urspriinglichen  J^-proz.  Peptonlösung  in  Leitungswasser 
750- — '/lo  Proz.  Kaliumnitrat  hinzugefügt  und  auf  die  gewöhnliche  Weise  kultivirt. 
Hierbei  ergab  sich,  dass  das  Wachsthum  der  Cholerabakterien  vorzüglich  blieb,  und 
dass  die  Reduktion  der  genannten  Nitratmengen  vollstandig  stattfinden  kann,  so  dass 
das  erzeugte  Nitrit  sich  nunmehr  mit  den  gewöhnlichen  Reaktiven  sehr  leicht  nach- 
weisen lasst.  Darin  war  aber  die  Cholerarothreaktion  verschwunden,  d.  h.  Schwefel- 
saure gab  nur  eine  braune  Farbung;  offenbar  war  also,  selbst  aus  '/so  Proz.  Nitrat, 
zu  viel  Nitrit  für  das  Zustandekommen  der  Reaktion  entstanden.  Nach  alledem 
zweifle  ich  nicht  mehr  daran,  dass  die  Reaktion  wirklich  verursacht  wird  durch  das 
aus  dem  nicht  nachweisbaren   Nitrat  durch  Reduktion  gebildete   Nitrit*). 

Ich  glaube  deshalb  berechtigt  zu  sein,  zu  schliessen,  dass  die  Cholerarothreaktion 
kleinere  Nitritmengen  anzuzeigen  vermag,  wie  die  anderen  genannten  Nitritreak- 
tionen.  Dass  das  Indol  der  Cholerakulturen  nur  das  gewöhnliche  Indol  sein  kann 
und  nicht  irgend  ein  Substitutionsprodukt,  schliesse  ich  noch  aus  den  beiden  folgen- 
den  Umstanden: 

Ausser  S  a  1  k  o  w  s  k  i"s  Schwefelsaure-Nitritreaktion  gibt  es  noch  eine  andere 
Indolreaktion,  auf  welche  mein  Freund  Hoogewerff,  Professor  am  Poly- 
technikum  Delft,  mich  aufmerksam  zu  machen  die  Güte  hatte.  Fügt  man  zu  einer 
sehr  verdünnten  IndoUösung  zuerst  etwas  Kalilauge,  dann  eine  Spur  Nitroprussid- 
natrium  und  schliesslich  Essigsaure  bis  zur  kraftig  sauren  Reaktion,  so  entsteht  eine 
charakteristische  grünblaue  Farbung.  Nun  ist  es  leicht,  sich  bei  den  Cholerapepton- 
kulturen  von  dem  Stattfinden  auch  von  dieser  Reaktion  zu  überzeugen,  welche  man 
wohl  die  »Cholerablaureaktion«  würde  nennen  können. 

Ferner  hat  Herr  Dokters  van  Leeuwen,  .\ssistent  am  chemi.schen  L.v 
boratorium  des  Polytechnikums,  dazu  durch  diese  Untersuchung  veranlasst,  wofür  ich 
ihm  meinen  Dank  ausspreche,  synthetisch  Indol  bereitet  und  mir  davon  schone 
Krystallblatter  zur  Verfügung  gestellt.    Es  hat  sich  nun  ergeben,  dass  eine  wasserige 


')  Merkwürdigervveise  konnte  ich  Indigschwefelsaures  Natrium  in  '/j-proz.  Pepton- 
lösungen  nicht  durch  Cholerabakterien  zu  Indigweis  reduziren. 


20 

k'onzentrirte  Lösung  dieses  Körpers  bei  Gegenvvart  starker  Schwefelsaure,  mit  so  ge- 
ringen, den  Peptonnahrlösungen,  zugefügten  Nitritmengen,  dass  diese  durch  die  an- 
deren Reaktive  nicht  mehr  angezeigt  werden  können  ')  eine  schön  rothe  Farbung  er- 
zeugt.  Je  mehr  Indol,  desto  tiefer  roth,  dagegen  wirken  die  kleineren  Nitritmengen 
ebenso  gunstig  wie  etwas  grössere.  Eine  konzentrirte  Indollösung  dürfte,  bei  Gegen- 
wart  von  viel  organischem  Stoff,  deshalb  wohl  das  beste  Reaktiv  auf  salpetrige  Saure 
sein,  welches  überhaupt  bekannt  ist. 

Andererseits  ergibt  sich,  dass  das  Skatol,  d.  h.  das  Methylindol,  weder  die  erste 
noch  die  letzte  Reaktion  anzeigt.  Ich  glaube  deshalb,  dass  die  Autoren  mit  vol- 
lem  Recht  die  Cholerarothreaktion  auf  gewöhnliches  Indol  zurückgeführt  haben. 

Ich  will  hier  nun  noch  einen  anderen  Ursprung  eines  Indolartigen  Körpers  be- 
sprechen,  welcher  allerdings  nicht  durch  Cholerabakterien  erzeugt  wird.  Derselbe 
entsteht  uiiter  folgenden   Bedingungen: 

Wenn  ich  meine  K-proz.  Peptonlösung  in  Leitungswasser  mit  einer  Platindraht- 
öse  Wasser  des  Delfter  Stadtgrabens  infizire,  so  entwickelt  sich  darin  eine  reiche  Ve- 
getation  unter  starkem  Faulnissgeruch.  Angesauert  mit  konzentrirter  Schwefelsaure 
allein,  habe  ich  darin  niemals  die  Rothreaktion  auftreten  sehen.  Wenn  jedoch  vor- 
her  oder  nachher  eine  Spur  Kaliumnitrit  hinzugefügt  wird,  so  können  sich  zwei  Fiille 
ereignen:  entweder,  und  das  ist  der  gewöhnliche  Fall,  findet  keine  Verfarbung  statt, 
oder  es  tritt  eine  sehr  intensive  Rothfiirbung  ein,  welche  in  allen  Intensitaten  der 
Farben  von  der  gewöhiilichen  Cholerareaktion  bis  zur  Tiefe  der  Farbe  von  unver- 
dünntem  Rothwein  abwechseln  kann.  Diese  Reaktion  weicht  insofern  von  der  ge- 
wöhnlichen  Cholerarothreaktion  ab,  als  sie  noch  sichtbar  bleibt,  wenn  schon  soviel 
Nitrit  hinzugesetzt  wird,  dass  dieses  auch  mit  den  anderen  Reaktiven  nachgewiesen 
werden  kann.  Wird  der  Nitritgehalt  dann  noch  weiter  erhöht,  so  verschwindet  auch 
hier  die  Reaktion  völlig.  Da  das  Nitroprussidreaktiv  in  diesem  Falie  auch  nicht  den 
blauen,  sondern  einen  mehr  grüngelblichen  Farbenton  erzeugt,  so  glaube  ich,  dass  da- 
bei kein  gewöhnliches  Indol,  sondern  irgend  ein  Substitutionsprodukt  desselben  wirk- 
sam  sein  kann. 

Aus  solchen  sich  rothfarbenden  Kuituren  erhielt  ich  vermittelst  des  Plattenver- 
fahrens  auf  Fleischpeptongelatine  drei  verflüssigende  Bakterien  und  eine  nicht  ver- 
flüssigende  Art,  welche  ich  für  identisch  halten  musste  mit  Bacterium  coli 
commune.  Keine  dieser  Arten  gab  jedoch  an  und  für  sich,  in  Peptonlösung  gesat, 
die  Cholerarothreaktion  -).  Als  ein  Tropfen  der  Mischkultur  von  einem  solchen  die 
Reaktion  aufzeigendenKulturkölbchen  in  K-proz.  Peptonlösung  mit  •/40  Proz.  Kalium- 
nitrat  ausgesat  wurde,  fand  kr.iftige  Entwicklung,  jedoch  keine  Nitratreduktion 
statt,  Nitrit  konnte  deshalb  nicht  nachgewiesen  werden. 

Ich  erlaube  mir  hervorzuheben,  dass  dieser  Versuch  mit  Grabenwasser  für  die 
praktische  Wasseruntersuchung  von  Interesse  ist. 


')   Bckanntlich  bccintrachtiRt  Pcpton  die  Starke-Jodkaliiini-Nitritrcaktion  crhehlich. 

')  Nachtriigliclie  Bemerk  11  ng.  Nach  langcrcm  .\ufbc\valircn  zeigen  die  Rein- 
kulturen  von  einer  der  drei  verflüssigenden  .\rtcn  aiiScrordentlich  intensive  iRotb""  und 
»Blaii-Reaktionen<r,  welclie  abcr  abwciclieti   vmi   den   gcwöhnliclien   Indolreaktionoii. 


Bericht  über  meine  Kuituren  niederer  Algen  auf 

Nahrgelatine. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  lind  Parasitenkunde,  Jena,  XIII.  Band,   1893.  S.  368 — 373. 

In  der  Botanischen  Zeitung  von  1890  habe  ich  über  meine  Kulturversuche  init  nie- 
deren  Algen  berichtet,  welche  ich  durch  das  Gelatineverfahren  isolirt  hatte.  Es 
dürfte  nicht  überflüssig  sein,  den  Zustand  nieiner,  teilweise  nun  schon  mehr  als  drei 
Jahre  fortgezüchteten  Zöglinge  kurz  zu  beschreiben. 

Scen  edesmus  acutus  ist  die  einzige  Art,  welche  jene  sonderbare,  durch 
die  Warme  verursachte  Erscheinung  der  Abschwachung  gezeigt  hat,  welche  die  Kul- 
tur  so  mancher  Bakterienarten  erschwert  oder  unmöglich  macht.  Die  Abschwachung 
erinnert  in  jeder  Beziehung  an  die  Altersschwache  in  der  Tierwelt  und  die  Beseiti- 
gung  derselben  am  Individuum  ist  noch  nicht  gelungen.  Die  anfangs  so  schonen 
Kuituren  sind  infolge  des  genannten  Vorganges  von  !Monat  zu  Monat  weniger  interes- 
sant geworden  und  ich  erwarte  bald  ein  vöUiges  Eingehen  der  Yegetationskraft. 
Auch  ist  im  Jahre  1890  das  so  starke  Vermogen,  die  Nahrgelatine  zu  verflüssigen, 
kaum  mehr  bemerkbar. 

Die  übrigen  Arten  haben  ihr  Schicksal  besser  überstanden.  Wohl  habe  ich  dann 
und  wann  geglaubt,  ahnliche  Merkmalverluste  wie  bei  Scenedesmus  zu  bemer- 
ken, doch  sind  die  Erscheinungen  wieder  rückgangig  geworden  und  das  alte  Ver- 
halten  besteht  bei   denselben  bis   zum  heutigen   Augenblicke  fort. 

Ich  erlaube  mir  daran  zu  erinnern,  dass  es  besonders  drei  Arten  waren,  welche 
ich  damals  ausführlich  beschrieb,  namlich  Chlorella  vulgaris.  Chloro- 
sphaera  limicola  und  die  als  Cystococcus  humicola  bezeichneten 
Gonidien  von  Physcia    parietina.     Ein  Wort  über  jede  dieser  Arten. 

Chlorella  v  u  I  g  a  r  is  habe  ich  seither  noch  mehrere  Male  aufs  neue  iso- 
liert,  namlich  aus  Wasserkulturen  von  den  Chlorellen  von  Hydra  v  i  r  i  d  i  s,  aus 
Grabenschlamm  und  aus  nitrifizierenden  Ammoniaksalzlösungen.  Sind  letztere  mit 
Spuren  Gartenboden  infizirt,  so  haben  dieselben  oft  Neigung,  grün  zu  werden  durch 
Chlorella  vulgaris,  welche  in  Gartenerde  allgemein  vorkommen  dürfte»).  Eine 
solche  grüne  Lösung  ist  besonders  geeignet,  um  daraus  Chlorella  in  Reinkultur 
zu  erhalten.  Ich  fertige  dafür  ein  verdünntes  Dekokt  des  Laubes  irgend  einer 
Papilionacee  an,  erstarre  mit  8  Proz.  Gelatine  und  übergiesse  eine  davon  gefertigte 
Platte  mit  der  grünen  Lösung,  nachdem  diese  gehörig  mit  sterilisirtem  Wasser  ver- 
dünnt  ist.  Nach  einem  Monate  oder  langer  bemerkt  man  unter  den  zahlreichen  Bak- 
terienkolonieen   einzelne  ausserordentliche   kleine,  schwarzgrüne   Punkte;  diese   sind 


')   Bisvveilen  werden    diese  Lösungen    braunlich    durch   DiaKmiecn    und  durch  cine 
kleine  sarcineartige  Phycophycee. 
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Koloniën  von  Chlorella  vulgaris,  welche,  auf  Malzextraktgelatine  überge- 
bracht,  kraftig  fortwachsen.  Das  Auffinden  der  Koloniën  auf  der  Platte  erfordert 
angestrengte  Aufmerksamkeit  seitens  des  Anfangers,  wahrend  es  nach  einiger  Uebung 
leichter  ist. 

Da  ich,  wie  gesagt,  die  Isolierung  wiederholt  ausgeführt  habe,  kann  ich  sicher 
beurteilen,  dass  diese  Art  durch  die  Jahre  vöUig  konstant  fortgezüchtet  werden  kann. 
Die  Lebenszahigkeit  derselben  ist  sehr  gross,  alte  Kuituren  aus  Mai  1890  können  nun 
noch  zur  Anfertigung  neuer  Kuituren  dienen.  Durch  zahlreiche  Kulturversuche  der 
reinen  Chlorellen  in  Nahrlösungen,  welche  frei  von  organischen  Körpern  und  sterili- 
siert  waren,  konnte  ich  feststellen,  dass  dieselben  den  Stickstoff  aus  Ammonsalzen, 
Nitriten  und  Nitraten  zu  assimilieren  vermogen,  wenn  auch  viel  schwieriger  wie  aus 
den  Peptonen  und  den  Amiden  des  Malzes.  Freier  Stickstoff  wird  dagegen  unter 
keinem  Umstand  gebunden. 

Die  aus  Hydra  viridis  erhaltene  Kultur  hat  ein  sehr  schwaches  tryptisches 
Vermogen,  ist  jedoch  sicher  Chlorella  vulgaris.  Ob  ich  darin  wirklich  das 
Hydra  chlorophyll  besitze,  und  ob  es  nicht  eine  verschlungene  Zelle  von  Chlo- 
rella vulgaris  gewesen  ist,  welche  im  Magen  des  Tieres  vielleicht  ihre  Keim- 
kraft  noch  nicht  verloren  hatte  und  dadurch  in  meinen  Wasserkulturen,  trotz  der 
sorgfaltigsten  vorhergegangenen  mikroskopischen  Prüfung,  dennoch  eine  Tauschung 
veranlasst  hat,  kann  ich  bei  der  völligen  morphologischen  Identitat  der  Zoochlorellen 
mit  Chlorella  vulgaris  noch  nicht  sicher  entscheiden.  Denn  wenn  es  bei 
einem  solchen  Versuche  nicht  gelingt,  Hunderte  der  in  Betracht  gezogenen  Zeilen 
auf  der  Nahrgelatine  oder  in  der  N.ïhrlösung  zur  Entwicklung  zu  bringen,  sondern, 
wie  im  vorliegenden  Falie,  nur  vereinzelte  davon,  so  kann  man  dem  Resultate  noch 
keine  völlige  Beweiskraft  beilegen,  wenigstens  so  lange  nicht,  bis  man  angeben  kann, 
weshalb  die  übrigen  unver.ïndert  geblieben  sind. 

Von  meiner  Chlorosphaero  limicola  muss  ich  zunachst  bemerken,  dass 
neue  Isolierungen  davon  nicht  vorgenommen  wurden.  Uebrigens  ist  die  alte  Kultur 
auch  bisher  ebenso  vegetationskraftig  und  interessant  geblieben  wie  vor  drei  Jahren. 
Die  vegetative  Teilung  sowie  die  Schwarmerbildung  sind  in  jedem  Praparate  sofort 
nachweisbar,  und  die  Konzentrationserhöhung,  welche  die  Schwarmerbildung  aufhebt, 
sowie  das  umgekehrte  Verhalten  sind  als  konstante  Eigenschaften  crkannt.  Eine 
sterile  Malzextraktlösung  wird  durch  Infizierung  mit  einer  Gelatinekultur  in  ein  paar 
Wochen  grün  durch  zahllose  grosse  und  kleine  Schwiirmer  und  vegetative  Zeilen, und  er- 
zeugt  schüesslich  die  friiher  beschriebenen  pseudoparenchymatischen  Hiiute.  Obschon 
ich  der  Ansicht  bleibe,  dass  es  richtig  ist,  Chlorosphaera  generisch  von 
Chlorococcum  zu  trennen,  so  steht  es  andererseits  für  mich  fest,  dass  diese 
beiden  Gattungen  jedenfalls  zu  einer  Familie  gehören,  niimlich  zu  den  Protococcaceen 
in  der  Umgrenzung,  welche  W  i  1  1  e  davon  gegeben  hat,  und  dass  die  Familie  der 
Chlorosphaeracccn  als  solche  gestrichen  werden  muss. 

Die  ("lonidien  von  Physcia  parietina,  w-elche  ich  nach  dem  Beispiele 
von  S  c  h  w  e  n  d  e  n  e  r  und  B  o  r  n  e  t  friiher  C  y  s  t  o  c  o  c  c  u  s  h  u  m  i  c  o  1  a  Naegeli 
genannt  habe,  werden  von  Wille  als  Chlorococcum  h  u  m  i  c  o  1  a  (Naegeli) 
Rabenhorst  bezeichnet.     De  B  a  r  y  nennt  dieselben  Protococcus  viridis. 

In  Bezug  auf  das  Vorkommen  dieser  Alge  im  Freien,  ausserhalb  der  Plechten, 
wünsche  ich  Folgendes  zu  bemerken: 
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Sieht  man  hier  bei  Delft  einen  alten  Ulmenstamm  bei  trockenem  Wetter  aii,  so 
ist  die  ganze  Oberflache  mit  einer  griinen,  stellenweise,  besonders  auf  der  Siidwest- 
seite  mit  Physcia  parietina  untermischten  Algendecke  bewachsen.  Bei 
Regen  bemerkt  man  in  der  Decke  eine  Verschiedenheit,  welche  darin  besteht,  dass 
der  Stamm  nahe  am  Boden  bis  ca.  drei  Fuss  hoch,  durch  das  Wasser  dunkel  schwarz- 
grün  gefarbt  wird,  wahrend  die  Oberflache  höher  am  Stamme  saftgrün  oder  selbst 
gelblichgrün  erscheint.  Nur  dort,  wo  das  aus  der  Krone  des  Baumes  bei  Regen  nach 
unten  kommende  Wasser  Kanale  gefunden  hat,  welche  bei  trockenem  Wetter  noch 
lange  feucht  bleiben,  wenn  der  Stamm  übrigens  schon  abgetrocknet  ist,  ist  die  durch- 
feuchtete  Oberflache  schwarzgrün. 

Durch  mikroskopische  Untersuchung  findet  man  nun,  dass  an  denjenigen  Teilen 
der  Algendecke,  welche  im  durchn.ïssten  Zustande  gelbgrün  bleiben,  der  Hauptsache 
nach  nur  Pleurococcus  vulgaris  vorkommt,  wahrend  an  den  schwarzgrünen 
Stellen  neben  dieser  Alge  das  fadenförmige  Hormidium  parietinum,  unter- 
mischt  mit  Chlorococcum  humicola  vorkommt ').  Ich  bin  deshalb  nun 
überzeugt,  dass  auch  letztere  Art  sehr  gemein  ist,  und  zwar  dort,  wo  man  Grund  hat, 
auf  die  Gegenwart  besonders  vieler  organischer  Körper,  welche  als  NJihrlösung  auf- 
treten  können,  zu  schliessen.  Friiher  zweifelte  ich  an  dieser  Allgemeinheit,  allein  nur 
deshalb,  weil  ich  nicht  an  den  richtigen  Stellen  gesucht  hatte.  In  der  eigentlichen 
Pleurococcus  schicht  der  Stamme  habe  ich  bis  jetzt  misere  Art  noch  nicht 
sicher  auffinden  können. 

Neue  Isolierungen  der  Gonidien  habe  ich  zwar  vorgenommen,  jedoch  infolge 
der  langen  Dauer,  welche  ein  solcher  Versuch  beansprucht,  nicht  zu  Ende  gefiihrt. 
Es  war  mir  dabei  namlich  nicht  so  sehr  um  eine  neue  Kultur  zu  thun,  sondern  urn  den 
Vergleich  der  Wachstumsschnelligkeit  meiner  alten  Kultur  mit  den  nicht  kultivier- 
ten  Zeilen.  Es  war  mir  namlich  schon  im  Jahre  1891  aufgefallen,  dass  in  dieser 
Beziehung  Unregelmassigkeiten  vorkomnien.  Im  Herbste  1892  warde  dieses  sicher, 
und  es  ist  nun  nicht  mehr  daran  zu  zweifeln,  dass  meine  Gonidienkulturen  unter 
identischen  Umstanden  schneller  auf  Malzextraktgelatine  wachsen,  wie  im  Jahre 
1890. 

Es  scheint  deshalb,  als  ob  die  Form  sich  gewissermassen  adaptiert  hat  an  das 
Leben  auf  konzentrierten  organischen  Nahrmassen.  Hiermit  diirfte  auch  überein- 
stimmen,  dass  meine  gegenwartigen  Kuituren  auf  Malzextraktgelatine,  in  Wasser 
untersucht,  immer  aus  einzelnen  Zeilen  Schwarmer  hervorteten  lassen,  wahrend  diese 
Erscheinung  früher  nur  dann  beobachtet  wurde,  wenn  das  Wachstum  auf  weniger 
konzentrierten  Nahrmassen,  wie  die  genannte  stattgefunden  hatte.  Als  Kulturobjekt 
für  physiologische  und  mikroskopische  Untersuchungen  haben  die  Gonidien  demnach, 
verglichen  mit  dem  Anfangszustande,  bestimmt  an  Interesse  gewonnen,  also  genau 
umgekehrt  wie  bei  S  c  e  n  e  d  e  s  m  u  s  a  c  u  t  u  s.  Angesichts  der  zeitraubenden  und 
in  bakteriologischer  Hinsicht  schwierigen  Isolierung  der  Gonidien,  erklare  ich  mich 
gern  bereit,  den  Herren  Botanikern  und  Bakteriologen,  welche  sich  für  die  Flechten- 


')  Tm  strengen  Winter  1800—01  war  die  F  !  eu  roe  oc  c  u  s  schicht  der  Ulmcn  crfrorcn. 
nicht  dagegen  die  H  o  r  m  i  di  u  m  -  C  li  1  o  r  oc  oc  c  u  m  schicht.  Es  dauertc  bis  im  Mai  imd 
Juni,  ehe  Pleurococcus  wieder  die  Oberflache,  welche  wie  dunkelgraucs  Papier  aiissah, 
gefarbt  hatte.  Im  Winter  1892—93,  wo  die  Temperatur  nur  wahrend  einer  Nacht  auf 
—   14"  C  gesunken  ist,  blieb  auch   Pleurococcus  überall  lebendig. 
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f^tmidien  interessieren,  durch  Zusendung  meines  Materiales  die  Miihe  eines  solchen 
Versuches  zu  ersparen.  Ich  fühle  mich  dazu  besonders  veranlasst,  weil  es  durch  die 
schonen  l'ntersuchungen  von  F  a  m  i  n  t  z  i  n  und  Baranetzky  aus  den  Jahrin 
1867  und  1868  bekannt  ist  1),  wie  merkwürdig  das  morphologische  Verhalten  der  Go- 
nidien  ist,  so  dass  deren  Vorkommen  in  den  botanischen  Laboratorien  als  Demon- 
strationsobjekte  wichtig  erscheint.  Vielleicht  wiirden  dadurch  auch  die  von  mir  nach- 
gewiesenen  Ernahrungsverhaltnisse  einer  erneuten  Prüfung  anheimfallen.  Die  Reihen- 
kuituren  auf  jMalzextraktgelatine  sind  sehr  leicht  weiter  zu  führen,  da  es  nur  nach 
3 — 6  Monaten  nothwendig  ist,  überzuimpfen,  wobei  dann  die  alte  Nahrgelatine  mit 
einer  dicken,  schwarzgrünen  Gonidienschicht  überdeckt   ist. 

In  der  letzten  Zeit  gelang  es  mir,  die  Gonidien  auch  in  vöUig  anorganischen  Lö- 
sungen,  im  Lichte,  zu  einem  allerdings  nur  sehr  langsamen  Wachstume  zu  bringen. 
Besonders  Ammonnitrat  mit  Kaliumbiosphat  ergab  sich  als  dafür  geeignet,  und 
zwar  0,2  Proz.  des  ersteren  mit  0,05  Proz.  des  zweiten  Salzes  in  Leitungswasser. 
Calciumnitrat  eignet  sich  für  die  Ernahrung  weniger  gut,  wie  das  Ammonsalz.  Die 
Zeilen  werden  in  den  anorganischen  Lösungen  viel  kleiner  wie  auf  organischer 
Grundlage  und  haben  bisher  merkwürdigerweise  durchaus  keine  Schwarmsporen  er- 
zeugt,  sondern  sich  nur  vegetativ,  nach  dem  bekannten  Schema  der  Sporangienteilung, 
fortgepflanzt  =).  Das  Wachstum  bei  ausschliesslich  anorganischer  Nahrung  ist  so 
langsam,  dass  ich  noch  immer  überzeugt  bin,  dass  die  Gonidien  in  P  h  y  s  c  i  a  mit 
organischen,  durch  den  Flechtenpilz  abgegebenen  Körpern  ernahrt  werden,  so  dass 
ich  an  dem  Doppelparasitismus  der  Plechten,  wie  ich  denselben  im  Jahre  1890  be- 
schrieben,  festhalte. 

Meine  kleine  Algensammlung  ist  noch  um  zwei  neue,  friiher  nicht  besprochene 
Arten  vermehrt,  die  eine  Form  ist  Stichococcus  major  Naegeli,  die  andere 
ist  eine  von  Chlorella  vulgaris  verschiedene  C  h  1  o  r  e  1  1  a  -  Art,  worauf  ich 
bei  einer  anderen  Gelegenheit  zurückzukommen  hoffe.  Einmal  isoliert,  lassen  sie  sich 
leicht  auf  Malzextraktgelatine  in  Reihenkulturen  fortzüchten.  Beide  wurden  aus  dem 
schwarzgrünen  Ueberzuge  von  Ulmenrinde  bei  Delft,  durch  Aufwand  von  viel  Ge- 
duld isoliert,  namlich  aus  kleinen  Rasen  von  Hormidium  parietale,  welche 
sich  bei  langerem  Liegen  und  Ueberimpfen  auf  Ulmenrindegelatine  schliesslich  als 
bakterienfrei  erwiesen  hatten.  Pleurococcus  vulgaris,  welcher  in  dem  Aus- 
saatmaterial  reichlich  vorkam,  scheint  sich  auf  Gelatine  ebensowenig  zu  entwickeln, 
wie  Hormidium  selbst. 

Stichococcus  major  ist  sozusagen  ein  dickes  Stjibchenbakteriuni  mit 
seitlichem  Chlorophor.  Die  Vermehrung  geschieht  nur  durch  Teilung.  In  Produk- 
tivitat  an  grüner  Substanz,  d.  h.  an  Vegetationskraft,  übertrifft  sie  alle  meine  übrigen 
Algen.  Mit  Stichococcus  eine  dunkelgrüne  Gelatineschicht  anzufertigen,  welche 
für  Versuche  über  die  Beeinflussung  der  Sauerstoffausscheidung  und  des  Wachs- 
tums  durch  das  Licht  ausgezeichnet  ist,  das  ist  mit  dieser  Art  eine  Sache  von  wenigen 


■)  Mém.  de  l'Acad.  de  St.  Pétcrsbours.    Sér.  Vil.  'I'.  XI.  p.  i.  T.  XII.  p.  418. 

')  Famintzin  hat  bei  einer  anderen  C  h  lor  oc  occ  um  -  Art.  welche  er  Proto- 
coccus  viridis  ncnnt,  sowie  bei  einer  von  ihm  als  Cblorococcum  infusionum 
bczcichnetcn  C  h  1  or  o  sp  h  a  er  a  form  cl)cn  in  den  verdünntcn  anorganischen  Lösungen  die 
ausgiebigste  .Schwarnicrbildung  beobaclitct,  und  dasselbe  fand  ich  bei  meiner  Ch  1  or  o - 
sphaera  limicola.  (Bulletin  de  ^.^cad.  de  St.  Pctcrsbourg  1872.  T.  XVII.  p.  33.) 
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Tagen.  In  Malzextraktlosungen,  selbst  wenn  diese  bis  3  Proz.  Kochsalz  führen,  fintiet 
ebenfalls  ein  kraftiges,  wenn  auch  verlangsamtes  Wachstum  statt,  wodurch  es  mög- 
lich  wird,  die  Sauerstoffbildung  im  Lichte  bei  dieser  Alge  vermittelst  der  an  Meeres- 
wasser adaptierten  Leuchtbakterien  zu  untersuchen. 

Wie  man  sieht,  habe  ich  gegenwartig,  wenn  Scen  edesmus  acutus  mit- 
gerechnet  wird,  sechs  Algenarten  in  Reihenkultur  auf  Nahrgelatine.  In  morpho- 
logischer  Beziehung  ist  diese  kleine  Sammlung  wichtig,  weil  sie  die  drei  Haupt- 
formen  der  Zellvermehrung  der  Algen  umfasst,  namlich  die  einfache  Teilung 
(in  einer  Richtung)  bei  Stichococcus,  die  Sporangienteilung  (unter 
Abstreifung  der  Mutterzelhvand)  bei  C  h  1  o  r  e  1  1  a  ,  und  die  vegetative  Tei- 
lung und  Schwarmerbildung  bei  Chlorosphaera  und  C  h  1  o  r  o  - 
c  o  c  c  u  m.  Nur  die  einfache  Teilung  in  der  Ebene,  wie  bei  U  1  v  a  ,  und  in  dem 
Raume,  wie  bei  Pleurococcus,  fehlt  in  dieser  Uebersicht.  In  physiologischer 
Beziehung  ist  es  wichtig,  dass  bei  allen  das  Wachstum  durch  organische  Körper  be- 
gunstigt wird,  obschon  sie  sich  auch  auf  Kosten  von  anorganischen  Substanzen  allein 
ernahren  und  sehr  langsam  fortpflanzen  können. 

Am  Schlusse  dieses  Berichtes  erlaube  ich  mir  noch  eine  Benierkung. 

Vor  kurzem  erschien  die  interessante  Dissertation  von  Herrn  Alexander 
Artari,  Untersuchungen  überEntwicklung  und  Systematik 
einiger  Protococcoideen.  Moskau  1892.  Da  der  Autor  mich  darin  dann 
und  wann  nennt  und  einige  Ansichten  ausspricht,  welche  von  den  meinigen  abweichen 
und  die  durch  mein  Kulturmaterial  sofort  batten  aufgeklart  werden  können,  so 
scheint  es  mir  nicht  überflüssig,  zu  betonen,  dass,  seitdem  ich  gezeigt  habe,  dass  ge- 
wisse niedere  Algen  ebenso  leicht  auf  Gelatine  fortgezüchtet  werden  können  wie  die 
meisten  Bakterien,  das  Studium  dieser  Algen  an  solche  Kuituren  gekniipft  werden 
muss,  da  dieselben  leicht  zwischen  den  Forschern  ausgetauscht  werden  und  so  eine 
sichere  Grundlage  für  die  Beurteilung  der  Identitat  oder  Verschiedenheit  des  Unter- 
suchungsmateriales,  sowie  in  Bezug  auf  anderweitige  physiologische  Beobachtungen 
abgeben  können.  Die  trockenen  Praparate  und  flüssigen  Kuituren  sind  für  den  Aus- 
tausch  viel  weniger  geeignet,  schon  auf  Grund  des  Bakteriengehaltes  in  denselben. 
Auch  ist  man  dabei  weniger  sicher  in  Bezug  auf  die  spezifische  Reinheit  und  be- 
gegnet  vielen  Schwierigkeiten  bei  den  Reproduktionsversuchen,  welche  damit  aus- 
geführt  werden  mussen,  wenn  es  sich  um  mehr  wie  die  blosse  mikroskopische  Be- 
trachtung  handelt.   Die  Gelatinekulturen  der  Algen  sind  von  diesen  Uebelstünden  frei. 


Ueber  Atmungsfiguren  beweglicher  Bakterien. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  XIV.  Band,   1893,  S.  827  —  845. 

Uuter  Atmungsfiguren  verstehe  ich  die  Anordnung  beweglicher  Mikroorganismen 
unter  Einfluss  des  Sauerstoft'es  und  der  übrigen  Nahrstoft'e  bei  bestimmten 
Versuchsbedingungen.  Dieselben  gelangen  unter  zweierlei  Umstanden  zur  Beobach- 
tung,  namlich  erstens,  in  den  auf  eine  besondere  Weise  eingerichteten  flüssigen  Kui- 
turen, und  zweitens,  in  für  das  Mikroskopieren  bestimmten  Praparaten.  Die  im  er- 
steren  Falie  erhaltenen  Atmungsfiguren  wiinsche  ich  wegen  ihrer  Gestalt  als  »Bak- 
terienniveaus«  zu  bezeichnen.  Da  man  bei  der  einfachsten  Versuchsanordnung  zur 
Erzeugung  derselben  zugleich  ein  ausgezeichnetes  Objekt  erhalten  kann  zum  Studium 
der  zweiten  Art  der  Figuren,  so  will  ich  mit  der  Besprechung  der  Bakterienniveaus 
anfangen.  Ich  will  es  nicht  unterlassen  hier  hervorzuheben,  dass  meine  Niveaus  so- 
zusagen  die  Resultate  sind  von  drei  Kraften,  namlich  von  der  durch  das  sich  ver- 
andernde  spezifische  Gewicht  der  Versuchsfliissigkeit  bedingten  Hinaufsteigung  oder 
Senkung,  von  der  durch  Engelman  n  entdeckten  •)  Sauerstoffbewegung,  und  von 
der  durch  Pfeffer's  schone  Untersuchungen  =)  bekannt  gewordenen  chemotak- 
tischen  Bewegung  der  betreffenden  Mikrobien. 

I.   Bakterienniveaus. 

Man  lege  zu  Boden  einer  Reagensröhre  eine  braune  Bohne  (Phaseolus 
V  u  1  g  a  r  i  s  var.  n  a  n  u  s),  fülle  die  Röhre  beinahe  ganz  an  mit  destilliertem 
Wasser  und  lasse  dieselbe  dann  bei  Zimmertemperatur  ruhig  stehen.  Es  ist  am  besten, 
die  Bohne  eigenhandig  aus  der  Schote  zu  nehmen,  doch  gelingt  der  Versuch  auch  mit 
kauflichem  Material.  .Auch  mit  Samen  von  Lathyrus  Nissolia,  L.  Ochrus, 
L.  A  p  h  a  c  a  und  V  i  c  i  a  F  a  b  a  ,  welche  ich  alle  selbst  geerntet  hatte,  erhielt  ich 
das  nrimliche  Resultat,  wie  mit  Phaseolus.  Auf  kaufliche  Erbsen  und  Getreide- 
körner  komme  ich  unten  noch  zurück.  Da  es  für  den  Versuch  essentiell  ist,  Strömun- 
gen  vorzubeugen,  so  stelle  man  die  Röhre  nicht  zu  dicht  bei  einem  Penster  oder  bei 
Warmequellen  auf,  sondern  mitten  ins  Zimmer. 

Die  trockene  Bohne  (B  Fig.  i)  saugt  sich  zunachst  voll  Wasser,  absorbiert  gierig 
den  im  Wasser  gelösten  Sauerstoff  und  lasst  gewisse  lösliche  Körper,  welche  als 
Bakteriennahrung  fungieren,  herausdiffundieren.  Unter  diesen  Stoffen  finden  sich 
nachweislich  Zucker  und  Phosphate. 


')   Botanische  ZcitunR,   1881.  p.  441. 

')  Tübinger  Untersuchungen.  Bd.  I.  1882.  p.  363.  Bd.  II.  1888.  p.  582. 
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Wahrend  des  Einquellens  beleben  sich  die  auf  der  Oberflache  der  Bohne  ange- 
trockneten  Bakterien  und  fangen  sofort  an,  sich  auf  Kosten  der  genannten  Nahr- 
stoffe  zu  vermehren.  Es  entsteht  dabei  zunachst  eine  schwache,  aus  sich  bewegenden 
Bakterien  bestehende  Trübung  an  der  Oberflache  der  Bohne,  welche  sich  davon  aber 
bald  entfernt  infolge  des  dort  eintretenden  Sauerstoffniangels.  Betragt  die  Tempera- 
tur  ca.  20"  C,  so  bemerkt  man  schon  nach  24  Stunden,  bei  niedrigerer  Temperatur 
etwas  spater,  die  folgende  eigentiimliche  Erscheinung:  Wahrend  im  oberen  Ende  der 
Röhre  das  Wasser  vollstandig  klar  bleibt,  entsteht  in  der  Nachbarschaft  der  Bohne 
allmahlich  ebenfalls  ein  durchaus  klarer  Raum,  indem  die  dort  angehauften  Bakterien 
sich  mehr  und  mehr  entfernen.  An  einer  bestimmten,  von  der  Versuchszeit  abhangigen 
Stelle  sammeln  die  Bakterien  sich  dann  zu  einer  ausserordentlich  dunnen  Schicht  an, 
welche  sich  von  der  Seite  als  eine  weisse,  scharf  gezogene  Linie  zeigt.  Diese  Schicht 
nenne  ich  ein  »Bakterienniveau«;  bei  der  beschriebenen  \'ersuchsanstellung  findet 
sie  sich  nach  2mal  24  Stunden  2  bis  3  cm  von  der  Bohne  entfernt. 

Merkwiirdigerweise  besteht  die  mit  den  genannten  Samen  enthaltene  Bak- 
terienschicht  nur  aus  einer  einzigen  und  nach  meiner  Erfahrung  immer  aus  derselben 
Bakterienart.  Offenbar  hangt  die  grosse  Scharfe  der  Schicht  eben  mit  dieser  Thatsache 
zusammen,  denn  um  dieselbe  zu  erzeugen,  mussen  die  Bakterien  mit  einem  sehr  eigen- 
tümlichen  Bewegungsvermögen  ausgerüstet  sein.  So  mussen  sie  z.  B.  dem  sauerstofï- 
freien  Raume  rings  um  die  Bohne  entfliehen  können,  was  die  gewöhnlichen  beweg- 
lichen  Bakterien  nicht  so  gut  zu  thun  vermogen,  weil  sie  durch  Sauerstoffentziehung 
bewegungslos  werden  und  als  Sediment  den  genannten  sauerstofffreien  Raum  trüben. 
Thatsachlich  kann  unsere  Bakterie  sich  denn  auch,  sei  es  auch  nur  w.ïhrend  kurzer 
Zeit,  bei  vollstandigem  Sauerstoffabschluss  bewegen,  wodurch  sie  mit  den  Spirillen, 
den  Purpurbakterien  und  den  eigentlichen  Anaërobien  übereinstimmt,  ohne  jedoch 
morphologisch  zu  einer  dieser  Gruppen  zu  gehören. 

Das  »Niveau«  bezeichnet  also  diejenige  Stelle,  wo  der  von  oben  kommende 
Sauerstoff  und  der  von  der  Bohne  aufsteigende  Diffusionsstrom  der  Nahrstoffe  auf- 
einanderstossen,  hier  und  nur  hier  allein  findet  unsere  Bakterie  ihre  geeigneten 
Wachstumsbedingungen,  und  sie  hat  das  Vermogen,  sich  dahin  zu  begeben,  infolge 
ihres  vom  Sauerstofï  bis  zu  einem  gewissen  Grade  unabhangigen  Bewegungsver- 
mögens.  Wie  weit  diese  Unabhangigkeit  geht,  werden  wir  spater  genauer  feststellen. 

Das  Niveau  kann  sich  wahrend  mehrerer  Tage  halten  1).  Infolge  der  wachsenden 
Menge  von  Nahrstoffen,  welche  aus  der  Bohne  herausdiffundieren,  steigt  dasselbe  all- 
mahlich nach  oben,  bis  schliesslich  eine  Gleichgewichtslage  erreicht  wird.  Fiihrt  man 
in  den  Raum  oberhalb  des  Wasserspiegels  in  die  Reagensröhre  einen  Strom  Wasser- 
stof  f  hinein.welcher  langsam  durch  ein  Kapillarröhrchenentweichen  kann,  soverdunstet 
der  Sauerstoff  aus  dem  Wasser  und  das  Niveau  steigt  in  einigen  Stunden  bis  an  die 
Oberflache,  cessiert  man  den  Wasserstoffstrom  und  lasst  die  Luft  wieder  zutreten,  so 
sinkt  das  Niveau  wieder  nach  unten  bis  auf  die  Tiefe,  wo  die  Bakterien  ihre  optimalen 
Ernahrungs-  und  Atmungsverhaltnisse  finden.  Leitet  man  darüber  Sauerstofï,  so  sinkt 
das  Niveau  noch  tiefer  nach  unten.  Bringt  man  in  das  Wasser  oberhalb  des  Niveaus 
irgend  einen   Sauerstoff  absorbierenden   Körper,  z.  B.  ein  keimendes   Samenkom,  so 


')   Mit  Reinkulturen  sind  die  Niveaus  nocli   viel  stabiler  und  bleiben  oft  Woclien, 
selbst  ein  paar  Monate  sichtbar. 
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fangt  das  Niveau  bald  zu  steigen  an.  Findet  sich  dagegen  im  Wasser  daselbst  ein 
grüner  Algenfaden,  ein  Grasblatt  oder  irgend  ein  anderer  grüner  Pflanzenteil,  so  sieht 
man  bei  Belichtung  das  Niveau  hinab-,  im  Dunkeln  dagegen  hinauf steigen,  so  dass 
man  damit  sowohl  die  Kohlensiiurezerlegung  wie  die  Atmungsfunktion  willkürlicher 
lebender  Körper  anzeigen  kann. 

Hat  man,  wie  bei  diesen  Versuchen  vorausgesetzt,  eine  nicht  sterilisierte  Bohne 
verwendet,  so  entwickeln  sich  gewohnlich  aus  den  der  Bohne  anhaftenden  Sporen 
nach  5  bis  7  Tagen  im  sauerstofffreien  Raume  neben  der  Bohne  anaërobe  Bakterien, 
wodurch  kleine  Wasserstoffblasen  gebildet  werden,  deren  Aufsteigen  Strömungen  in 
der   Flüssigkeit  veranlasst,  wodurch  das   Niveau  auseinandergeht. 

Diesem  kann  vorgebeugt  werden,  wenn  anstatt  mit  nicht  sterilisiertem  Materiale 
mit  Reinkulturen  gearbeitet  wird;  man  erhalt  dann  Niveaus  von  überraschend  langer 
Dauer.  Dazu  wird  Nahrgelatine  oder  Agar  (>ig  Fig.  3,  4,  5)  von  der  gewiinschten 
Zusammensetzung  in  eine  trockene  sterilisierte  Reagensröhre  gegossen,  und  zwar  in 
der  Weise,  dass  nur  einige  Tropfen  davon  zu  Boden  liegen  und  dort  erstarren,  ohne 
die  Seitenwand  befeuchtet  zu  haben.  Eine  Spur  des  Infektionsmaterials  wird  dann 
mit  dem  Platinfaden  in  die  Tiefe  der  Röhre  gebracht,  wird  mit  sterilisirtem  Wasser 
übergossen  und  weiter  verfahren  wie  oben.  Bringt  man  solche  Pr.ïparate  zur  schnellen 
Entwicklung  im  Brütschranke,  so  muss  man  beim  Herausnehmen,  zur  Vermeidung 
starker  Strömungen,  sehr  langsam  abkühlen.  Urn  in  letzterer  Beziehung  freier  zu 
sein,  habe  ich  das  Wasser  mit  i  "/oo  Agar  verdickt,  die  Bewegung  und  die  Niveau- 
bildung  finden  darin  auch  sehr  gut  statt,  obschon  das  Wasser  dann  in  eine  zwar 
weiche,  allein  doch  wahre  Gallerte  verwandelt  ist*).  Dieser  Kunstgriff  ist  aber  für 
den  vorliegenden  Zweck  unnötig.  Auch  scheinen  die  Niveaus  in  der  Gallerte  etwas 
höher  zu  entstehen  wie  im  \\'asser,  wahrscheinlich,  weil  die  Diffusion  des  gelösten 
Sauerstoffes  abwarts  im  Wasser  di:rch  die  Schwere  beschleunigt  wird,  da  eine  Sauer- 
stofflösung  schwerer  ist  wie  reines  W'asser,  weiche  Beschleunigung  im  Agar  nicht 
stattfindet. 

Ich  wiinsche  hier  den  Beweis  dafür  zu  bringen,  dass  das  Niveau,  welches  ober- 
halb  einer  Bohne  entsteht,  sicher  in  seiner  Stellung  durch  den  Sauerstoff  mit  be- 
stimmt  wird.  Ich  verweise  dafür  auf  die  Fig.  2,  weiche  eine  in  dieser  Beziehung 
gemachte  Versuchsanstellung  demonstriert.  Man  sieht  darin  eine  U-röhre  abgebildet, 
deren  linkes  Bein  ganzlich  mit  Wasser  erfüllt  ist,  wahrend  der  Wassermeniskus  im 
rechten  Beine  bei  m  steht;  um  diesen  Wasserstand  fortdauernd  zu  erhalten,  ist  das 
linke  Bein  oben  mit  einer  aufgeschliffenen  Glasplatte  (gp),  weiche  aber  nur  lose  auf- 
gelegt  ist,  abgeschlossen  *).  Es  treten  nun  zwei  charakteristische  Erscheinungen  zu 
Tage.    Es  bildet  sich  namlich  das  (Niveau  (N')  im  rechten  Beine  viel  niiher  bei  der 


')  Ich  liabe  ciiiinal  von  Luzcrncsanicn  cinc  Baktcrienart  isolicrt,  weiche  sicli  durch 
zehnmal  konzentriertercn,  also  i-proz.  Agar.  so  frei  fortbewcgen  konnte,  dass  ich  zu- 
nachst  an  ein  totcs  Pracipitat  dachte  und  mich  veranlasst  sah,  die  Baktcric  in  meinen 
Notizen  als  »Dif  f  usionsbacillus»  zu  bezcichncn.  Diesc  Art  stcht  l'cr  li  l)ratus 
sehr  nahc. 

')  Kigcntlich  verwende  ich  fdr  den  V'crsuch  eine  U-Röhrc.  wcichc  in  der  Bicgung 
ein  nach  unten  gcrichtctes,  angeblasenes  Seitcnröhrchen  mit  Hahn  tragt;  dadurch  kann 
das  Wasser  leichter  abgclassen  und  die  Stellung  des  Niveaus  besser  verandert  werden. 
Doch  zeichnete  ich  einfachhcitshalber  ein  gevvöhnliches  U-Rohr. 
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Bohne,  wie  das  Niveau  (N-)  im  linken  Beine,  und  wahrend  A'-  lange  fortfahrt,  hin- 
aufzusteigen,  behalt  A^'  unverandert  den  in  der  Figur  angegebenen  Stand  bei.  Hier- 
aus  ergiebt  sich  nun  ganz  klar,  dass  das  Niveau  höher  steigt,  wenn  der  Sauerstoff- 
druck  sich  vermindert,  wie  auf  der  linken  Seite,  wo  das  Gas  nur  sehr  unvollstandig 
zutritt,  und  ferner,  dass  nicht  der  maximale  Sauerstoffdruck  aufgesucht  wird,  welchcr 
an  der  Oberflache  herrscht,  sondern  eine  niedere  Spannung  dieses  Gases,  wie  eine 
solche  bei  A^'  herrschen  muss.  Andere  Bakterien,  wie  die  hier  zur  Erscheinung  kom- 
mende  Art,  verhalten  sich  anders.  Diejenigen  Formen,  welche  wir  in  §  5  als 
»Aërobientypus«  anführen,  suchen  die  Oberflache  auf,  so  dass  deren  Niveau  im 
rechten  Beine  mit  dem  Meniskus  (m)  zusammenfallt ;  den  hier  vorliegenden  Typus 
werden  wir  als  »Spirillentypus«  kennen  lernen.  Bei  dem  gewöhnlichen,  in  Fig.  i 
dargestellten  Niveauversuch  bemerkt  man  von  dieser  Verschiedenheit  nichts,  und  ich 
werde  darauf  bei  der  folgenden  Besprechung  nicht  weiter  achten.  Ich  glaube  aber, 
dass  eben  in  der  in  Fig.  2  angegebenen  Entfernung  zwischen  A'^'  und  in  ein  Finger- 
zeig  vorliegt  zur  Bestimmung  des  Sauerstoft'bedürfnisses  auch  nicht  beweglicher 
Formen.  Ich  habe  darauf  bisher  nicht  genug  geachtet,  doch  hoft'e  ich,  zu  gelegener 
Zeit  darauf  zurückzukommen. 

2.  Bacillus  perlibratus. 

Saugt  man  mit  einer  Kapillarröhre  ein  Tröpfchen  aus  dem  vorgehend  beschrie- 
benen,  mit  einer  Bohne  erhaltenen  Niveau,  verteilt  dieses  in  sterilisiertes  Wasser 
und  giesst  letzteres  über  eine  in  einer  Glasdose  befindliche  Nahrgelatineplatte,  so  be- 
merkt man  bei  20°  C  schon  nach  24  Stunden  die  Kolonieen,  welche  zunachst  sehr 
schnell  fortwachsen.  Dieselben  sind  ein  wenig  durchsichtig,  von  weisslicher  Farbe, 
mit  einem  Stiche  ins  Gelbliche.  Sie  verfliissigen  nicht,  auch  nicht,  wenn  die  Zusam- 
mensetzung  der  Nahrgelatine  in  irgend  eine  Richtung  verandert  wird.  Durch  Dex- 
trosezusatz  wird  das  Wachstum  gefördert.  Obschon  Maltese  und  Rohrzucker  nicht 
assimilirt  werden,  ist  Malzwürzegelatine  doch  ein  ebenso  guter  Nahrboden,  wie 
Fleischwasserpepton,  offenbar  infolge  der  Gegenwart  von  Amiden  und  etwas  Dextrose 
und  Laevulose.  Kulturversuche  mit  Niveaus,  direkt  von  nicht  sterilisierten  Bohnen 
erhalten,  lehren,  wie  früher  gesagt,  dass  darin  der  Hauptsache  nach  eine  Reinkultur 
vorkommt,  so  dass  die  Kolonieen,  auf  die  angeführte  Weise  erhalten,  für  die  grosse 
Mehrheit  identisch  sind  ').  Um  dieses  Resultat  zu  erhalten,  mussen  die  Niveaus  nicht 
zu  alt  sein,  z.  B.  nur  3  oder  4  Tage.  Werden  die  Niveaus  alter  oder  nimmt  man 
die  Probe  nicht  vorsichtig,  so  kommen  auch  andere  Bakterienarten  auf  den  Platten 
zur  Entwicklung,  besonders  eine  überall  verbreitete,  verflüssigende,  welche  ich 
Bacillus  liquefaciens  vulgaris  nenne.  Ungeachtet  des  letzteren  Um- 
standes  glaube  ich  aber,  dass  die  »Niveaubakterie«  sich,  auch  bei  anderen  Unter- 
suchern,  so  sicher  als  Urheber  der  mit  unsterilisierten  Bohnen  erhaltenen  Niveaus 
ergeben  wird,  und  dadurch  so  leicht  kenntlich  und  charakterisiert  ist,  dass  ich  nicht 
zögere,  dafür  einen  Artnamen  zu  wahlen,  welcher  ihrer  Eigenschaft,  eine  horizontale 
Ebene  zu  bilden,  Ausdruck  verleiht.  namlich  Bacillus    perlibratus. 


')  Eigentlich  gehören  dieselben  zu  zwei  nahe  veruandtcn  \';irictaten.  wovon  die- 
jenige,  welche  mehr  undurchsichtige,  vveiBliche  Kolonieen  erzeugt,  viel  scltener  ist  und 
hier  nicht  weiter  berücksichtigt  wird. 
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Eine  kurze  Beschreibung  dieser  Bakterie  moge  hier  folgen: 

Kocht  man  eine  Bohne  bis  zur  vollstjindigen  Sterilisaticm  mit  destilliertem 
Wasser  und  impft  die  Fliissigkeit  mit  Perlibratus,  so  entsteht  eine  ziemlich 
üppige  Kultur  von  ausserordentlich  gut  und  gleichmassig  beweglichen  Stiihchen.  Zu- 
gleich  bemerkt  man  einen  starken  Faulnisgeruch,  welcher  jedoch  ziemlich  bald  ver- 
schwindet ;  dieser  ist  insoweit  bemerkenswert,  als  Perlibratus  sich  bei  S  a  u  e  r- 
stoffzutritt  nur  sehr  schvvierig  von  Pepton  ern.ïhrt  und  Eiweisskörper  überhaupt 
nicht  peptonisiert,  wahrend  der  Faulnisgeruch  doch  sicher  auf  Eiweisszersetzung  be- 
ruht.  Speziell  sei  noch  hervorgehoben,  dass  reine  Gelatine  durch  Perlibratus 
unter  keinem  Umstande  angegriffen  wird,  und  deshalb  dafür  weder  als  Kohlenstoff- 
noch  als  Stickstofïquelle  fungieren  kann.  Die  Stabchen  besitzen  eine  sehr  verander- 
liche  Lange  je  nach  dem  Kulturboden,  im  vorliegenden  Falie  sind  sie  ziemlich 
kurz  und  messen  3 — 5|i;  in  Gelatinekulturen  f  and  ich  Stabchen  von  20  |a  und  mehr. 
Ihre  Breite  ist  niassig,  0,2 — 0,5  (i.  Sporen  werden  nicht  gebildet  und  die  letale  Tem- 
peratur  liegt  unterhalb  50"  C.  Das  Wachstumsoptimum  liegt  bei  ca.  20 — 25"  C.  Auf 
das  sehr  eigentümliche  Verhalten  zum  Sauerstoffe  komme  ich  in  §  5  zurück,  hier  will 
ich  nur  hervorheben,  dass  die  am  Ende  von  §  i  beschriebene  Eigenschaft  des  Niveaus 
(A''  Fig.  2),  sich  bis  auf  eine  konstante  Entfernung  von  der  f  reien  Wasseroberflache 
(w)  zu  halten,  eben  eine  Haupteigenschaft  zur  sicheren  Erkennung  von  Perlibra- 
tus ist,  welcher  eben,  wie  die  Spirillen,  auf  niederen  Sauerstoffdruck  gestimmt  ist. 
In  BezugaufdasWachstum  gehort  unsere  Bakterie  jedoch  zu  den  Aërobien. 
Sie  gart  nicht  und  erzeugt  keine  besonderen  Case.  Auch  werden,  wie  es  scheint, 
durch  Perlibratus  durchaus  keine   Enzyme  abgesondert. 

Ich  habe  Perlibratus  durch  die  auxanographische  Methode  auf  seine  haupt- 
sachlichsten  Ernahrungsbedingungen  untersucht,  und  zwar  niit  folgendem  Ergeb- 
nisse: 

Gewöhnliche  Handelsgelatine  wurde  mehrere  Tage  mit  destilliertem  Wasser  bei 
niedererTemperatur  ausgewaschen  zur  Entfernung  etwa  löslicher  organischer  Körper. 
Die  Masse  saugt  dabei  ca.  88  Proz.  Wasser  ein  und  wird  infolge  der  Entfernung 
der  Salze  opalisierend.  Von  dem  so  erhaltenen  sehr  reinen  Praparate,  welches  nur 
noch  wenig  Eiweiss  und  Pepton  enthalt,  wird  eine  7-proz.  Lösung  in  destilliertem 
Wasser  hergestellt  und  dazu  0,025  Proz.  Dinatriuniphosphat  gegeben  und  sterilisiert. 
In  ein  Külbchen  von  ca.  90  cm'  Inhalt  werden  25  cm'  dieser  Gelatine  gebracht  und 
entweder  mit  i-proz.  Glukose,  welche  als  sehr  gute  Kohlenstotïquelle,  (uler  0,05-proz. 
Ammonsulfat,  welches  als  ausgezeichnete  Stickstofïquelle  erkannt  wurde,  versetzt. 
Nach  dem  Erkalten,  aber  vor  dem  Erstarren,  wird  mit  einem  Platinfaden  eine  Prise 
Perlibratus  von  einer  jungen  Kultur  auf  Fleischwasserpeptongelatine  hineinge- 
bracht,  durch  Reiben  an  der  Glaswand  vollstandig  verteilt  und  tuchtig  mit  der  Ge- 
latine vermischt.  Nach  dem  Ausgiessen  in  eine  Glasdose  entsteht  dann  eine  Platte, 
welche  zwar  mit  Millionen  von  P  e  r  I  i  b  r  a  t  u  s  bakterien  durchdrungen,  und  den- 
noch  giinzlich  durchsichtig  ist  und  auch  bleibt,  sofern  nicht  auf  die  Platte  Nahrstofïe 
gebracht  werden,  welche  das  an  sich  für  Wachstum  unzureichende  Phosphat  und 
Glukose  oder  Phosphat  und  Ammonsulfat  zu  plastischer  Nahrung  vervollstandigen. 
Kalium,  Chlor,  Calcium,  Magnesium  (und  auch  Schwefel)  brauchen  hier  nicht  weiter 
berücksichtigt  zu  werden,  da  diese  Elemente  schon  in  genügender  Quantitat  in  der 
7-proz.  Gelatine  vorkommen,  um  die  hervorzurufenden  Wachstumserscheinungen  zu 
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ermöglichen ;  nur  der  Kaliumgehalt  wird  leicht  erschöpft,  was  man  jedoch  bald  be- 
merkt und  durch  Auflegen  auf  die  Platte  von  etwas  Chlorkalium  oder  Kaliumphosphat 
verbessert.  Wir  haben  nun  zwei  Platten,  eine  Glukosephosphatplatte,  welche  zur 
Feststellung  der  assimilierbaren  Stickstofïquellen,  und  eine  Ammonphosphatplatte, 
welche  zur  Bestimmung  der  aufnehmbaren  Kohlenstofïkörper  geeignet  ist.  Zu  diesem 
Zwecke  werden  die  zu  untersuchenden  Körper  entweder  als  geloste  Tropfen  oder  als 
trockenes  Pulver  auf  die  Platten  gelegjt,  sie  diffundieren  dann  in  circularen  Feldern 
durch  die  Gelatine,  und,  fiir  sow-eit  sie  assimilierbar  sind,  werden  ihre  Diffusions- 
bezirke  kenntlich  durch  Wachstum  der  Perlibratus  bakterien  und  erheben  sich 
vom  durchsichtigen  Gelatineboden  als  weisslich  trübe,  opake  Zirkelfelder,  welche 
schliesslich  ganzlich  undurchsichtig  werden. 

Betrachten   wir   zunachst  die  mit  der   Glukoseplatte  erhaltenen   Resultate. 

Hierauf  ergaben  sich  als  reaktionsfahig  alle  untersuchten  Stickstoffquellen,  je- 
doch in  ausserst  verschiedenem  Masse. 

Als  beste  Stickstoffquelle  erkannte  ich  Ammonsalze,  sowohl  mit  organischen  wie 
mit  unorganischen  Sauren,  Chlorammon,  Ammonsulfat,  Ammonphosphat,  Amnion- 
oxalat,  -tartrat,  -acetat,  -citrat  geben  alle  sehr  kraftige  Auxanogramme. 

Dann  folgen  in  der  Reihe  die  Nitrate,  welche  zwar  etwas  schwieriger  wie  die 
Ammonsalze  aufgenommen  werden,  was  sich  aus  dem  etwas  spateren  Entstehen  der 
Felder  ergiebt,  allein  doch  sehr  kraftiges  Wachstum  aufweisen.  In  den  Nitratfel- 
dern,  sowohl  von  Kalium-  wie  von  Natrium-  und  Calciumnitrat,  entsteht  noch  eine 
eigentümliche  Trübung  durch  eine  sich  an  der  Oberflache  bildende  dunne  Haut  wahr- 
scheinlich  irgend  eines  Calciumsalzes. 

Auch  Nitrite  sind  fiir  Stickstoffnahrung  verwendbar,  jedoch  nur  in  grosser  Ver- 
dünnung.  Letzteres  sieht  man  sofort  den  Feldern  an,  denn  in  der  Mitte  derselben 
bleibt  ein  weiter  Kreis  ohne  Wachstum,  die  zu  hohe  Konzentration  bezeichnend,  so 
dass  das  eigentliche  Auxanogram  hier  Ringgestalt  annimmt.  Dass  es  sich  bei  diesen 
Versuchen  sicher  um  einen  Assimilationsvorgang  handelt,  liisst  sich  besonders  schön 
an  den  Nitritfeldern  zeigen.  Sticht  man  davon  namlich  dann  und  wann  mit  einem 
kleinen  Platinspatel  Stückchen  und  untersucht  dieselben  mit  irgend  einem  der  \  ielen 
empfindlichen  Nitritreaktive,  so  ergiebt  sich,  dass  die  Nitritreaktinn  aufhört,  sobald 
das  Feld  aufhört  sich  auszudehnen  und  aufhört  durch  Wachstum  triiber  und  undurch- 
sichtiger  zu  werden. 

Wir  kommen  nun  zu  denjenigen  Körpern,  welche  nun  sehr  unvollstandig  aufge- 
nommen werden,  davon  untersuchte  ich  Pepton  siccum  und  Ureum.  Wahrend  die 
früher  erwahnten  Körper  schon  nach  24  Stunden  oder  ein  paar  Tagen  ein  überzeu- 
gendes  Resultat  ergaben,  war  ich  erst  nach  Verlauf  von  ein  bis  zwei  Wochen  sicher, 
dass  Ureum  und  Pepton  allerdings  als  Stickstofïquellen  fungieren,  jedoch  nur  in  un- 
tergeordnetem  Masse. 

Wir  gehen  nun  über  zur  Betrachtung  der  Ammonsulfatplatte,  welche  uns  über 
die  aufnehmbaren  Kohlenstoffquellen  belehren  soll. 

Hier  erhalten  wir  sehr  scharfe  Resultate,  einerseits  mit  Glukose,  Laevulose, 
Galaktose  und  Glycerin,  welche  alle,  besonders  die  zwei  ersteren  Körper,  assimiliert 
werden  und  starkes,  durch  die  Starke  der  Trübung  genau  zu  schatzendes  Wachstum 
ergeben,  welches  in  der  angegebenen  Ordnung  der  genannten  Stoffe  abnimmt.  An- 
dererseits   sind    die   Resultate   mit    Maltese,   Dextrin,    Rohrzucker    und    Milchzucker 
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vollkotnmen  überzeugend,  —  alle  diese  Körper  sind  vollstandig  inaktiv.    Mannit  er- 
gab  erst  nach  langer  Dauer  eine  sehr  schwache  Trübung. 

Ich  vvill  iiun  iiuch  schliesslich  ein  Paar  Körper  anführen,  welche  zu  gleicher 
Zeit  als  Stickstoff-  und  Kohlenstoffquelle  fungieren  und  deshalb  auf  Phosphatplatten, 
welche  weder  Animonsalz  noch  Glukose  enthalten,  Auxanogramme  erzeugen.  Dazu  ge- 
hort in  erster  Linie  Asparagin,  welches  vielleicht  überhaupt  die  beste  Nahrung  voii 
Perlibratus  ist,  was  in  Bezug  auf  das  Verhalten  von  Pepton  merkwürdig  ist. 
Ferner  erkannte  ich  als  ausgezeichnet  Ammonmalat  und  Ammonacetat,  wahrend 
Ammontartrat  als  Kohlenstoffkörper  das  Wachstum  nicht  unterhalt  und,  wie  oben 
gesagt,  nur  Stickstoff  liefern  kann.  Dieses  Verhalten  der  Weinsaure  ist  sehr  charak- 
teristisch,  denn  andere  verwandte  Bakterien,  wie  B.  cyanogenus,  assimilieren 
eben  Weinsaure  begierig.  Ich  finde,  beilaufig  bemerkt,  dass  Weinsaure  überhaupt 
für  die  Diagnose  vieler  Bakterien  nützlich  ist. 

3.  Niveaus  bei  anderen  Mikrobien. 

Wenn  man  den  oben  mit  Bohnen  beschriebenen  Versuch  mit  anderen  Papilio- 
naceen  anstellt,  so  scheint  man  allgemein  dasselbe  Resultat,  namlich  ein  Perli- 
bratus niveau,  zu  erhalten,  denn  so  war  der  Erfolg,  als  ich  aufs  Geratewohl  L  a  - 
thyrus  Nissolia,  L.  Aphaca,  L.  Ochrus,  Vicia  Faba  und  Luzerne 
wahlte.  Diesen  Samen  hatte  ich  selbst  entschotet.  Als  ich  dagegen  im  Laden  ge- 
kaufte  Erbsen  oder  eben  gekeimte  Gerstenkörner  verwendete,  entstanden  zwar  eben- 
falls  sehr  schone  Niveaus,  und  zwar  noch  schneller  wie  mit  Bohnen,  wenn  aber  die  Bak- 
terien daraus  in  Reinkultur  gebracht  wurden,  so  erhielt  ich  neben  wenigen  nicht  ver- 
fJüssigenden  Kolonieen  der  Hauptsache  nach  eine  schnellverfiüssigende  Art,  welche 
mir  langst  bekannt  war  als  sehr  allgemeiner  Bewohner  von  allerlei  Pflanzenteilen 
im  Anfange  der  Zersetzung,  sowie  von  Sandboden  und  Gewassern,  welche  arm  an 
organischer  Nahrung  sind^).  Da  ich  nicht  daran  zweifle,  dass  Cohn,  Engel- 
ma  n  n  und  P  f  e  f  f  e  r  bei  ihren  angeblich  mit  »B  a  c  t  e  r  i  u  m  T  e  r  m  o«  ausgeführ- 
ten  Versuchen  diese  Art  jedenfalls  massenhaft  in  ihren  Bakteriengemischen  vor  sich 
gehabt  haben,  so  würde  ich  darauf  den  alten  Namen  zu  verwenden  vorschlagen,  wenn 
dieser  Name  nicht  schon  vergeben  ware  an  eine  andere,  allerdings  schwierig  er- 
kennbare  Form-).  Ich  will  darum  meine  Bakterie  Bacillus  liquefaciens 
V  u  1  g  a  r  i  s  oder  kurz  Bacillus  vulgaris  nennen.  Fangt  sie  auf  den  Platten  zu 
wachsen  an,  so  glaubt  man,  B.  fluorescens  liquefaciens  vor  sich  zu  haben, 
jedoch  wird  überhaupt  kein  fluorescierender  Körper  erzeugt.  Ein  schwacher  Faulnis- 
geruch  und  die  Form  der  Stabchen,  sowie  das  dadurch  schliesslich  erzeugte  Sediment 
erinnerten  in  hohem  Masse  an  H  a  u  s  e  r's  Proteus  vulgaris'),  doch  ist  von 
der  bei  dieser  Art  beschriebenen  eigentümlichen  Zooglöenbildung  nichts  zu  bemer- 
ken. Das  Wachstumsoptimum  liegt  niedrig,  jedenfalls  unterhalb  25"  C,  wenn  auch 
bei  höheren  Temperaturen  noch  sehr  intensive  Vermehrung  stattfindet.    Sporen  wer- 


')  Aus  sehr  masert-m  Haidesand  frhielt  ich  biswcilen  Reinkiiltiircn  dioser  Form, 
ebenso  aus  der  Rindc  der  Knöllcbcn  vcm  Ornithopus  sativiis  mul  Oiiiitliopus 
perpusillus. 

')    Bacteriiun  T  c  rin  o ,   Vienal,  aus  der   Miindhölile. 

')   Ucbcr  Fiuilnisbakteritn.  Leipzig  1885. 
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den  nicht  erzeugt :  Garun^  findet  nicht  statt ;  das  Wachstum  ist  durchaiis  acrob.  Sehr 
schön  und  schnell  kommen  die  Kolonieen  zur  Ausbildung  auf  stark  verdünnten  NJihr- 
böden,  wie  z.  B.  auf  Luzerneextraktgelatine,  wobei  die  Farbe  einen  Stich  ins  Braune 
aufzeigt,  obschon  die  Bakterie  nahezu  farblos  ist  und  nur  in  den  Sedimenten  alter 
Kuituren  sehr  schwach  schwefelgelb  erscheint.  Hoffentlich  wird  unsere  Art  durch 
diese  kurze    Beschreibung  kenntlich   sein,   und   ich   kehre   zu   den    Niveaus   zuriick. 

Es  war  mir  aufgefallen,  dass  das  Niveau  von  B.  v  u  1  g  a  r  i  s  höher  gelegen 
war,  wie  bei  P  e  r  1  i  b  r  a  t  u  s.  Um  darüber  Sicherheit  zu  erlangen,  habe  ich  mit 
Reinkulturen  beider  Arten  den  folgenden  Versuch  angestellt: 

Die  auf  die  friiher  angegebene  Weise  hineingebrachte,  in  der  Tiefe  der  Eprou- 
vette  liegende  Gelatine  wurde  zunachst  durch  Berührung  mit  einem  Platinfaden  mit 
einer  Spur  der  betreffenden  Bakterien  infiziert  und  dann  nicht  mit  sterilisiertem  Was- 
ser, sondern  mit  einer  Lösung  von  i  °/oo  Agar-Agar  überschüttet.  Eine  solche  Lösung 
kann  noch  unterhalb  20"  C  flüssig  sein  und  ist,  wie  angegeben,  nach  deren  vollstan- 
digem  Erkalten  zwar  erstarrt,  jedoch  so  zart  und  weich,  dass  bewegliche  Bakterien 
sich  leicht  dadurch  einen  Weg  bahnen.  Die  Niveaus  sind  identisch  mit  den  im  Was- 
ser gebildeten,  nur  sind  dieselben  stabiler,  weil  die  Warmeströmungen  durch 
das  Agar  vorgebeugt  werden. 

\'ergleicht  man  nun  bei  dieser  \^ersuchsanstellung  das  Vu  1  g  a  r  i  s  niveau  mit 
dem  Perlibratus  niveau,  so  sieht  man  ersteres  im  Yerlaufe  von  einer  Woche 
bei  Zimertemperatur  bis  nahe  an  die  Oberflache  steigen,  wahrend  letzteres  in  der 
Tiefe  verbleibt.  Dabei  wird  bei  Y  u  1  g  a  r  i  s  eine  eigentümliche  Veranderung  mi 
Agar  oberhalb  des  Niveaus  bemerkbar,  welche  bei  Perlibratus  fehlt.  Ich  erklare 
mir  die  Ursache  der  Yerschiedenheit  in  der  Steighöhe  durch  das  sehr  verschiedene 
Sauerstoffbedürfnis  beider  Arten,  worauf  wir  unten  noch  zurückkommen,  doch  muss 
ich  allerdings  bekennen,  dass  das  Yerhalten  mich  überrascht  hat.  weil  ich  dasselbe  m 
anderen  Pallen,  wo  es  sich  erwarten  liess,  nicht  wiederfand.  und  ich  glaube.  dass  die 
Erklarung  gesucht  werden  muss  in  einer  intensiveren  Ausnützung  der  Nahrstoffe 
durch  Perlibratus.  wie  durch  Y  u  1  g  a  r  i  s. 

Niveaus,  welche  der  Hauptsache  nach  mit  denjenigen  von  Perlibratus  und 
Vulgaris  übereinstimmen.  erhielt  ich  mit  Spirillum  tenue.  Bacillus 
fluorescens  non  liquefaciens,  B.  fluorescens  liquefaciens, 
B.  prodigiosus,  B.  radicicola  Fabae,  Photobacteriumindi- 
cum,  Ph.  luminosum,  Bact.  Zopfii*).  Bemerkenswert  ist  dabei,  dass 
Formen,  wie  Fluorescens  liquefaciens  und  Prodigiosus.  welche  zu 
den  sehrwenig  beweglichen  Bakterien  gehören,  ebenso  scharfe  Niveaus  erzeugen,  wie 
die  beweglicheren  Arten.  Jedoch  sind  ihre  Niveaus  dicker.  So  sieht  man  in  Fig.  4 
bei  A'  das  Niveau  des  wenig  beweglichen  Prodigiosus,  bei  A^  Fig.  3  dagegen 
das  liniendünne  Niveau  von  Z  o  p  f  i  i  ,  welche  Bakterie  auf  Fleischgelatine  (ng)  sehr 
beweglich  ist. 'Es  ist  jedoch  noch  auffallender,  dass  selbst  vollstandig  unbewegliche 
Formen  zwar  kein  gewöhnliches  Niveau,  allein  eine  sehr  deutlich  begrenzte  Tren- 
nungsebene  zwischen  Nahrungs-  und  Sauerstoffdiffusionszone  erzeugen  können.  Ich 
sah  dieses  bei  S  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s  M  y  c  o  d  e  r  m  a.  Direkt  oberhalb  der  Nahrung, 
welche  aus  Würzegelatine  bestand,  war  eine  helle  Zone  bis  nahezu  zur  halben  Röh- 


')  Zu  vergleichen  das  Ende  von  §  l. 
M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;    Derde  Deel 
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renhöhe,  darüber  war  die  Flüssigkeit  gleichmassig  getrübt  durch  Zeilen,  welche  sich 
tagelang  schwebend  erhielten  uiid  die  dasselbe  spezifische  Gewicht  wie  Wasser  haben 
mussten.  Da  die  M  y  c  o  d  e  r  m  a  zeilen  mit  zehnfach  vergrössernder  Lupe  einzeln 
zu  unterscheiden  sind,  konnte  ich  beobachten,  dass  die  Erscheinung  erstens  auf  der 
grosseren  Zellenzahl  in  der  oberen  Zone  und  zweitens  auf  der  grosseren  Durchsichtig- 
keit  der  Zeilen  in  der  Tiefe  beruht.  Das  unter  solchen  Verhaltnissen  eine  scharf 
sichtbare  Trennungsebene  sich  lange,  z.  B.  i4Tage,  erhalten  kann,  hat  mich  über- 
rascht. 

Nicht  immer  sind  die  durch  bestimmte  Arten  erzeugten  Niveaus  einfach,  so  er- 
zeugen  T  y  p  h  u  s  und  Coli  commune  Doppelniveaus,  welche  wochenlang  Stand 
halten  können.  Bei  einer  Anfangstemperatur  von  25"  C,  wobei  die  Gelatine  teilweise 
verflüssigte,  und  dann  bei  i" — 20°  C  einhaltender  Temperatur,  wobei  wieder  Erstar- 
rung  stattgefunden  hatte,  fand  ich,  oberhalb  Fleischpetongelatine  in  destilliertem 
Wasser,  bei  Coli  ein  sehr  dunnes  oberes  (Na  Fig.  5)  und  ein  nahezu  cm-dickes,  un- 
teres  Niveau  (Nb  Fig.  5),  welche  durch  eine  anscheinend  bakterienfreie  Zone  von 
einander  getrennt  waren.  Unter  Beibehaltung  ihrer  Entfernung  stiegen  beide  Niveaus 
allmahlig  aufwarts,  doch  war  nach  14  Tagen  die  Oberflache  nicht  erreicht.  Bei 
T  y  p  h  u  s  war  das  untere  Niveau  schon  von  Anfang  an  dunner  wie  bei  Coli,  wenn 
auch  dann  noch  betriichtlich  dicker  wie  das  obere.  Spriter  waren  beide  Niveaus  bei 
Typhus  gleich  und  papierdünn  geworden;  deren  Entfernung  war  ebenfalls  sehr 
gering,  schliesslich  wurde  das  Typhusniveau  einfach,  wahrend  es  bei  Coli  doppelt 
blieb  und  noch  lange  sich  aufwarts  bewegte.  Hier  wie  bei  Mycoderma  beruht 
die  Niveaubildung  mehr  auf  Verhaltnissen  des  spezifischen  Gewichtes  wie  auf  chemo- 
taktischen  Bewegungen. 

Bei  Anaërobien  ist  dagegen  eine  sehr  schone  Niveaubildung,  wenn  auch  von  an- 
derer  Natur  wie  die  beschriebene,  die  Folge  von  dem  aktiven  Bestreben  der  Bakterien, 
den  Sauerstoff  zu  fliehen.  Ich  habe  dieses  beobachtet  bei  C  h  r  o  m  a  t  i  c  u  m  O  k  e  n  i  i 
unter  den  Purpurbakterien,  bei  meinem  Butylfermente  (Granulobacter  buty- 
licum),  bei  dem  Buttersaurefermente  (Gr.  saccharobutyricum)  und  bei 
einer  anaëroben  Bakterie,  welche  auf  Erbsen  vorkommt.  Da  die  Versuchsanstellung 
mit  letzterer  Art  sehr  einfach  ist,  will  ich  die  Erscheinung  dabei  beschreiben: 

Erbsen  werden  in  trockenem  Zustande  in  einem  Reagensröhrchen  in  vielem 
Wasser  aufgekocht,  das  Wasser  wird  abgegossen  und  durch  sterilisiertes  Wasser 
ersetzt,  so  dass  ein  gewöhnlicher  Niveauversuch  angestellt  wird,  jedoch  mit  ertöteten 
Materialien.  Unter  mehreren  Erbsen  giebt  es  einzelne,  an  deren  Oberfliiche  dabei 
Sporen  einer  anaëroben  Garungsbakterie  lebend  bleiben,  so  dass,  wenn  mehrere  solche 
Röhrchen  bei  Bruttemperatur  gestellt  werden,  in  einem  oder  dem  anderen  Garungs- 
gase  und  eine  starke  Triibung  im  Wasser  entstehen.  Wird  nun  ein  solches  Röhrchen 
in  schiefe  Stellung  gebracht,  so  dass  die  Gase  sofort  an  das  Glas  stossen,  und  so 
langsam  an  der  Wand  entlang  aufsteigen,  dass  das  Wasser  nicht  in  Strömung  gerat 
und  die  Bakterien  sich  infolge  ihrer  eigenen  Bewegung  anordnen  können,  dann  sieht 
man  beinahe  sofort  eine  vollstandig  klare  Wasserschicht  im  oberen  Teile,  wo  die  Luft 
zutreten  kann,  entstehen.  Wird  die  Luft  durch  Wasserstoff  ersetzt,  so  vermindert 
sich  die  Dicke  der  klaren  Schicht.  Saugt  man  mit  einer  Kapillare  ein  wenig  Bakte- 
rienmaterial  aus  dem  trüben  Teile  der  Flüssigkeit,  so  findet  man  darin  nur  schnell 
bewegliche  Stabchen,  welche  aber,  wenn  sie  einige  Zeit  in  mit  Sauerstoff  ges.Httigtem 
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Wasser  verweilt  haben,  bewegungslos  werden,  was  ebenfalls  zutrifft  für  das  Butyl- 
und  das  Buttersaureferment.  Auf  den  gewöhnlichen  Platten  kommen  sie  nicht  zur 
Entwicklung. 

Die  Niveaus  der  Anaërobien  sind  dadurch  charakterisiert,  dass  die  Flüssigkeit 
unterhalb  derselben  giinzlich  getrübt  bleibt,  durch  die  auch  dort  bewegungsfahigen 
Bakterien. 


4.  Die  Atmungsfiguren  am   Mikroskopiertische. 

In  den  mikroskopischen  Praparaten  sieht  man  die  spezifische  Anordnung  der  be- 
weglichen  Mikrobien  entstehen,  wenn  dieselben  in  genügender  Anzahl  vorkommen,  um 
sich  in  der  Mitte  des  Tropfens  einen  sauerstofffreien  Raum  zu  schaffen,  wahrend  die 
Luft  am  Rande  frei  zutreten  kann.  Es  handelt  sich  in  diesem  Falie  also  prinzipiell 
um  die  von  E  n  g  e  1  m  a  n  n  entdeckte  Erscheinung  der  Ansammlung  von  Bakterien 
um  Luftblasen,  sowie  um  andere  Sauerstoffquellen  ').  Jedoch  ist  meine  Beobachtungs- 
weise  eine  makroskopische,  wahrend  bei  E  n  g  e  1  m  a  n  n's  Versuchen  dem  Mikro- 
skope  die  Hauptrolle  zufiel. 

Dass  die  zu  besprechenden  Erscheinungen  bisher  nur  so  wenig  bemerkt  wurden, 
liegt  daran,  dass  man  beim  Mikroskopieren  gewöhnlich  zu  dunne  Schichten  verwen- 
det,  um  deutlich  sichtbare  Ansammlungen  zu  erhalten;  sobald  man  die  Dicke  der 
Wasserschicht  zwischen  Objekt-  und  Deckglas  vergrössert,  sieht  man  die  Atmungs- 
figuren sofort  entstehen,  und  zwar  mit  unbewaffnetem  Auge.    Ich  verfahre  wie  folgt: 

Anstatt  das  Deckglas  direkt  auf  dem  Objekttrager  (O  Fig.  6)  ruhen  zu  lassen, 
wird  es  an  einem  Punkte  getrageu  durch  einen  U-förmig  gebogenen  Platinfaden  (/"ƒ). 
dessen  geschlossenes  Ende  noch  einmal,  und  zwar  senkrecht  zur  ersten  Krümniung  ge- 
bogen ist,  um  leicht  mit  der  Pinzette  hantiert  werden  zu  können.  Es  entsteht  dadurch 
ein  keilförmiger  Raum  zur  Aufnahme  des  Tropfens.  Dieser  Tropfen  wird  von  solcher 
Grosse  gewahit,  dass  dadurch  ungefahr  die  Halfte  des  Raumes  angefüllt  (fr).  die  an- 
dere Halfte,  als  Luftraum  (Ir),  leer  bleibt,  wobei  Meniskus  (m)  von  der  Lange  der 
Mittellinie  des  Deckgalses  entsteht.  Die  Quantitat  der  im  Tropfen  zu  vertellenden 
Mikrobien  muss  je  nach  Umstanden  gewahit  werden,  so  dass  es  vorzuziehen  ist,  wo- 
möglich  mit  Kuituren  auf  festem  Substrate  zu  arbeiten,  da  man  mit  den  flüssigen 
Kuituren  nicht   frei  ist  in  der  \\'ahl  jener  Menge. 

Ueberlegt  man,  wie  der  Sauerstoff  in  den  Tropfen  hineindringt,  so  ist  es  deutlich, 
dass,  wenn  unter  dessen  Beeinflussung  überhaupt  eine  Anhaufung  entsteht,  diese 
beim  Gebrauche  eines  runden  Deckglases  nahezu  halbzirkelförmige  Gestalt  haben 
wird  (A  Fig.  7,  8,  9)  und  dass  der  Scheitelpunkt  dieses  Halbkreises  zusammenfallen 
muss  mit  dem  Kontaktpunkte  zwischen  Objekttrager  und  Deckglas.  Natiirlich  wird 
dieDeutlichkeit  der  Ansammlung  verandert  mit  der  Schichtdicke,  und  gewöhnlich  wird 
derScheitel  der  Anhaufungsfigur  nicht  sichtbar  sein,weil  ebendaselbst  dieVerhaltnisse 
der  gewöhnlichen  mikroskopischen  Praparateherrschen, das  heisst,weil  dort  der  Tropfen 
zu  dünn  ist.  Auch  ist  die  am  Rande  stattfindende  Verdunstung  eben  an  diesem  Punkte 
relativ  besonders  stark,  wodurch  ein  auswarts  gerichteter  sauerstofffreier  Wasserstrom 
entsteht,  worin  die  Bakterien  sich  nicht  oder  nur  wenig  bewegen.    Bei  den  meisten 


')   Botanische  Zeitung  1881   p.  441.   1882  p.  338,   1888  p.  6()6. 
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Bakterien  sind  die  Atmungsfiguren  nicht  deutlich  mit  dem  Mikroskope  zu  sehen,  weil 
gewöhnlich  zu  viele  Bakterien  bewegungslos  sind,  wodurch  ein  durchaus  trübes  Feld 
entsteht ;  auf  dieserTrübung  alsGrund  heben  sich  die  Ansammlungen  bei  makroskopi- 
scher  Betrachtung  jedoch  mit  grosser  Scharfe  hervor,  nnd  zwar  als  scharf  gezogene 
Linie,  welche  parallel  dem  Meniskus  (m)  und  dem  freien  Rande  verliiuft  (A  Fig.  7  u. 
8)  ^.  Bei  Arten,  welche  wenig  beweglich  sind  und  dadurch  weniger  deutliche  An- 
sammlungen bilden,  sieht  man  dieselben  am  besten  mit  einer  ca.  zehnfach  vergrössern- 
den  Lupe  vor  einem  Nordfenster  bei  auffallendem  Lichte  und  schwarzem  Unter- 
grunde,  oder  auch,  wenn  das  Praparat  auf  dem  Objekttische  des  Mikroskops  liegt, 
über  einem  weiten  Diaphragma  von  unten  beleuchtet  und  schrag  betrachtet  (nicht 
durch  das  Mikroskop  selbst).  Die  ganze  Versuchsanstellung  lasst  an  Einfachheit 
gewiss  nichts  zu  wünschen  übrig. 

Die  Figuren  bilden  sich  bei  den  verschiedenen  Arten  und  je  nach  dem  verschie- 
denen  Kulturzustande  derselben  in  sehr  verschiedener  Zeit,  in  2 — 5  Minuten  bis  zu 
einer  Stunde.  Auch  die  Zahl  der  verwendeten  Individuen  und  der  Sauerstoffgehalt 
des  Wassers  sind  dabei  neben  der  Intensitjit  der  Beweglichkeit  natürüch  von  Ein- 
fluss.  Um  bei  langerer  Dauer  die  Verdunstung  vorzubeugen,  mussen  die  Priiparate 
in  eine  feuchte  Glasdose  gelegt  werden,  darin  kann  man  die  Figuren  dann  24  Stunden 
und  langer  in  Beobachtung  halten  und  die  durch  die  Erschöpfung  der  Nahrung  be- 
dingten  Aenderungen  feststellen. 

5.  Die   Haupttypen  der  Atmungsfiguren. 

Die  nach  der  angeführten  Methode  angefertigten  Atmungsfiguren  lassen  sich  zu 
drei  Haupttypen  bringen,  wozu  noch  zwei  gemischte  oder  Nebentypen  gebracht  wer- 
den ki'innen.  Die  Haupttypen  will  ich  als  Aërobientypus,  Spirillen- 
t  V  p  u  s  und  Anërobientypus,  die  Nebentypen  als  V  i  b  r  i  o  n  e  n-  und  M  o  - 
na  d  ent  y  pus  bezeichnen. 

a)  Aërobientypus  (Fig.  7).  Die  hierher  gehörigen  Bakterien  sind  nur 
dann  schnell  beweglich,  wenn  der  Sauerstoffzutritt  so  voUstandig  möglich  ist,  sobald 
Sauerstoffmangel  entsteht,  hort  die  Bewegung  beinahe  plötzlich  auf;  im  Praparate 
suchen  die  Bakterien  die  Stelle,  wo  die  Sauerstoffspannung  am  grössten  ist.  Diese 
L^mstande  veranlassen  die  Entstehung  der  folgenden  Figur:  Eine  scharf  angedeutete 
Randanhaufung  (A  Fig.  7)  im  Meniskus,  welche  aus  schnell  sich  bewegenden  In- 
dividuen besteht,  ist  von  einem  aus  ruhenden  Bakterien  bestehenden  inneren  Felde 
durch  einen  sehr  charakteristischen,  bakterienfreien  Raum  (bfr)  getrennt.  Dieser 
Raum  bezeichnet  die  Stelle,  wo  der  Sauerstoffdruck  beim  Beginne  des  Versuches  noch 
zureichend  war,  um  die  Bewegung  zu  ermöglichen  und  die  bezüglichen  Bakterien  zu 
erstatten  daraus,  und  von  den  im  inneren  Felde  unbeweglich  liegen  bleibenden  Indivi- 
duen, sich  zu  entfernen  und  sich  am  Rande  und  im  Meniskus  anzuh.ïufen.  Das  Innen- 
feld  ist  bei  vielen  Arten  wie  durch  ein  grobes  Pracipitat  getrübt,  eine  Erscheinung, 
welche  dadurch  entsteht,  dass  die  Bakterien  im  Augenblicke,  wenn  sie  ihre  Beweg- 
lichkeit verlieren,  sich  mit  ihren  Cilien  verwirren.    .Ms  Beispiele  nenne  ich  die  mei- 


M   Das   hier  GesaKte    bezieht    sich    ziinacbst    nicht    auf    die  Anaërobien,  wobei    die 
Entstchnns  cincr  ccntralcn   AnsaninilunK  ( A  Fig.  o)  ohne  weitcrcs  deutlich  ist. 
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sten  verflüssigenden  Bakterien,  welche  bei  W'asseruntersuchungen  auf  den  Platten 
gefunden  werden,  für  soweit  beweglich;  daruiiter  Bacillus  liquefaciens 
vulgaris,  oben  besprochen,  Bacil  lus  1  u  m  i  n  o  s  u  s  der  Nordsee-,  und  der 
westindische  Leuchtbacillus ;  auch  Bacillus  fluorescens  liquefaciens, 
was  jedoch  wegen  der  geringen  Beweglichkeit  dieser  Art  erst  nach  langer  Zeit  zu 
beobachten  ist.  Von  nicht  verflüssigenden  Arten  nenne  ich  Bacillus  fluores- 
cens non  liquefaciens  und  Typhus.  Ob  Coli  commune  hierher  gehort, 
konnte  ich  wegen  der  geringen  Beweglichkeit  noch  nicht  feststellen  '). 

b)  Spirillentypus  (Fig.  8).  Bacillus  perlibratus  ist  noch  besser 
geeignet,  diesen  Typus  kennen  zu  lernen,  wie  die  Spirillen  selbst,  da  derselbe  viel 
leichter  frisch  und  rein  und  in  beliebiger  Anzahl  zu  erhalten  ist,  und  sich  ebenso 
kraftig  bewegt,  wie  die  Spirillen.  Allen  gemeinsam  ist  eine  hohe  Empfindlichkeit  für 
Spuren  von  Sauerstoff,  Spuren  so  gering,  dass  die  Formen  des  Aëobientypus  darauf 
nicht  mehr  reagieren,  sondern  bewegungslos  werden.  Man  kann  deshalb  sagen,  dass 
Bakterien  des  Spirillentypus  auf  einen  niedrigeren  Sauerstoffdruck  gestimmt  sind  wie 
diejenigen  des  Aërobientypus.  Ihre  Beweglichkeit  dauert  damit  in  Uebereinstim- 
mung  noch  ziemlich  lange  fort,  nachdem  die  letzten  f  r  e  i  e  n  Sauerstoffspuren  schon 
verbraucht  sind,  so  dass  sie  imstande  sind,  in  den  Pr.ïparaten  langere  Zeit  zu  ver- 
wenden, um  ihre  optimalen  Atmungsbedingungen  aufzusuchen  imd  nicht,  wie  Aëro- 
bien,  sofort  bei  Sauerstoffabschluss  erlahmt  werden.  Diese  Eigenschaften  bedingen 
die  Form  der  Atmungsfigur.  Diese  besitzt  die  Gestalt  einer  scharf  gezogenen  Linie, 
welche  sich  in  einiger  Entfernung  vom  Rande  und  vom  Meniskus  ausbildet  und  da- 
mit nahezu  parallel  verl.ïuft  (A  Fig.  8).  Sie  kann  als  »Atmungslinie«  oder  als  »At- 
mungsring«  angedeutet  werden.  Sind  alle  Bakterien  jung  und  beweglich,  so  kann  das 
ganze  innere  Feld  und  alles  ausserhalb  der  Figur  bakterienfrei  werden,  so  dass  eine 
feine  lebende  Linie  auf  durchsichtigem  Grunde  entsteht :  anderenfalls  zeigt  die  Figur 
sich  zwar  auf  trübem  Grunde,  makroskopisch  aber  mit  grösster  Scharfe. 

Spirillum  tenue  habe  ich  im  Juni  1893  aus  Grabenwasser,  worin  ich 
Eisensulfürniederschlage  hatte  entstehen  lassen,  isoliert  -).  Diese  Art  wjichst  auf 
allerlei  Nahrböden,  doch  verweigern  dann  und  wann  die  Ueberimpfungen  ohne  irgend 
eine  bekannte  L^rsache.  Besonders  auf  Glycerinpeptonagar  erhielt  ich  sehr  gleich- 
m.ïssige  bewegliche  Kuituren ;  die  Spirillen  besitzen  dabei  iK  bis  2  Windungen  und 
erzeugen  keine  Körner,  sie  sind,  wenn  jung  (das  heisst  2  bis  5  Tage  nach  dem  Ueber- 
impfen),  besonders  geeignet  zur  Erzeugung  von  Atmungsfiguren  ■'').  Diese  sind  oft 
dadurch  bemerkenswert,  dass  sie  sich  bald  nach  ihrer  Entstehung  spalten,  wodurch 
zwei  parallele  Linien  entstehen,  welche  darauf  hindeuten,  dass  die  verschiedenen  In- 
dividuen auf  zwei   Sauerstoffspannungen  gestimmt  sein  können. 

Die  Atmungslinie  von  Perlibratus  oder  von  Spirillum  tenue  entsteht 
auch  besonders  schön  um  Luftblasen,  welche   im  Tropfen   eingesohlossen  liegen.    So- 


')   Es    ist    bemerkenswert,    dass    die    fakiiltativ  anaëroben  Garunssbaktcrien.   wozu 

nach  Coli  commune  gehort,  nicist  wcnig  beweslicli  sind,  doch  gicbt  es  Aiisnalimen. 

=)   Beschreibung  und  Abbildung  bei  Cohn,  Beitr.  z.  Biologie   der  Pflanzcn.    Bd.  L 

1872.  p.  181. 

')  .\uf  Fleischwassergelatine  entsteht  ein  Gemisch  langer  und  kurzcr  Spirillen, 
meist  mit  kugeligen  Körnern  angefiillt.  Tn  Fleischbouillon  findet  kraftiges  Wachstum 
statt  und  die  langen  Spirillen  enthaltcn  20  und  mehr  Windungen. 
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.-  t  -  :  yp  o  s  fFig.  9).    Alle  obligat  anaêroben  Bakterien  scheinen 

ilich  zn  sein.    EKe  zn  diesem  Tvpns  eehörigen  Fonnen  snchen  in  tmseren  Pra- 
paraten  die  geringste  SauerstoE-'  :=ss  sie  bestrebt  sind,  eine  centrale  An- 

sanunlnng  (A  Fig.  9)  ru  erzeager. .  „;  ;;..--  jemerkt  werden,  dass  die  Beweglichkeit 
durch  lange  dauernden  Kontakt  mit  dem  ?a*:erstoft  von  normaler  Spannnng  voU- 
standig  erliseht,  so  dass  es  ratsam  ist,  ;      _  ;   kraftig  bewegliche  Praparate  zu 

verwenden.  Dieser  Umstand  veranlasst  auch.,  daïs  beim  Zuge  nach  dem  Innem  über- 
all  auf  dem  Wege  Nachzügler  bewegtmgslos  Caber  nicht  tot)  zurückbleiben.  In  der 
eimnal  gebildeten  centralen  Sammlnng  dauert  die  Beweglichkeit  jedoch  sehr  lange, 
z.  B.  24  Stunden,  fort,  was  darauf  hinweist,  dass  ein  langsamer  Sauerstoffverbrauch 
stattfindet:  denn  anders  müsste  die  normale  Sauerstoffspanirang  mid  damit  das  Auf- 
hören  der  Eewegung  eher  erreicht  sein  •). 


•)  EHjrch  lange  fortgesetzte  Studiën  ober  das  anaërobe  Butylferment  bin  ich  mehr 
nnd  mehr  znr  Ueberzeagung  gekommen,  dass  auch  die  Obligatanaêrobien  unter  natür- 
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Ich  studierte  diesen  Tvpus  an  dem  Butylfennente  (Granulobacter-buty- 
licum),  dem  Buttersaurefermente  (Gr.  saccharobutyricum)  und  der  Erb- 
senbakterie,  oben  besprochen.  Die  beiden  ersteren  Fermente  sind  am  leichtesten  aus 
gekochten  Getreidemehlansatzen  zu  erhalten,  wie  ich  dieselben  bei  einer  anderen 
Gelegenheit  beschrieben  habe,  und  worin  gewöhnlich  bewegliche  Gostridien  vor- 
herrschen  *).  Doch  gehören  auch  die  von  mir  als  »Sauerstofffonnen«  beschriebenen 
Stabchenzustande  dieser  Bakterien  zu  dem  Anaêrobientypus. 

Ich  schliesse  an  den  Anaërobiennpus  als  gemischten  Typus  den  Monaden- 
typ  u  s  an.  Ich  untersuchte  denselben  bei  den  schwefelführenden  Purpurbakterien 
aus  der  Gattung  Chromatium,  doch  dürften  auch  einige  Flagellaten  und  In- 
fusorien  hierher  gehören. 

Ich  habe  besonders  Chromatium  Okenii  CLange  ca.  14  p.  Dicke  6  u) 
tmd  eine  kleinere,  in  meinen  Kuituren  ebenso  aUgemeine  Art  untersucht.  Letztere 
stimmt  mit  C  o  h  n's  Beschreibung  -)  von  Chromatium  (M  o  n  a  s)  \V  a  r  - 
mingii  überein,  ist  aber  viel  kleiner  (Lange  ca.  10  u.  Dicke  4  u).  Bei  C  o  h  n's 
und  bei  meiner  Form  sind  die  Schwefeltropfen  an  den  Polen,  und,  wenn  die  Tei- 
lung  beginnt,  in  einer  schmaldi  centralen  Zone  angehauft,  wahrend  bei  C  h  r. 
Okenii  die  Schwefeltröpfchen  diffus  durch  den  Bakterienkörper  verteilt  sind. 

Mein  Material  erhalte  ich  aus  Grabenmoder.  Dieser  wird  einfach  in  Stöpsel- 
flaschen  ins  Lichte  gestellt,  nachdem  daran  etwas  Schwefelwasserstofif  zugefügt  ist. 
Dann  und  wann  -werden  die  Flaschen  geschüttelt  und  ein  wenig  neues  H'S  zugesetzt. 
Jedesmal  sinkt  der  .Moder  dann  wieder  zu  Boden  und  eine  ziemlich  klare  Flüssigkeit 
steht  oberhalb  desselben.  Nach  14  Tagen  bis  2  Monaten  bilden  sich  purpurrote  Flecke 
am  Glase  und  in  der  Tiefe  des  Moders.  Es  wird  dann  nicht  mehr  geschüttelt  und 
etwas  öfter  H-S  zugegeben.  Die  Vermehrung  geschieht  dann  aber  schnell  und  es 
lasst  sich  mit  einer  Pipette  leicht  ein  an  Chromatien  reicher  Moder  aufsaugen. 

Besitzt  man  einmal  gute  Kuituren,  so  können  diese  ein  paar  Tahre  lang  für  ^  er- 
suche  dienen.  Zur  ersten  Herstellung  neuer  Kuituren  kann  man  natürlich  auch  mit 
dem  alten  Material  infizieren,  was  sehr  zu  empfehlen  ist,  da  nicht  in  ieder  Probe 
Grabenmoder  Chromatien  vorkommen.  Xur  dann  habe  ich  dieselben  unfehlbar  darin 
vorgefunden,  wenn  der  ganze  Boden  des  betreffenden  Grabens  mit  einer  weissen 
Haut  von  Beggiatoa  alba  überwachsen  war.  Infiziere  ich  nicht,  so  hat  C  h. 
Okenii  zunachst  Ueberhand,  und  wird  nachher  durch  die  zweite  Art  ersetzt.  In- 
fiziere ich  mit  letzterer,  so  kommt  Okenii  nur  in  Minderheit  zur  Entwicklung. 

Mit  diesen  k-urzen  Andeutungen  über  die  Herk-unft  meines  Untersuchungs- 
materials  muss  ich  mich  hier  begnügen ;  für  alles  Weitere  verweise  ich  auf  die  klas- 
sische  Arbeit  von  W  i  n  o  g  r  a  d  s  k  y  *).  Xur  wünsche  ich  noch  folgendes  zu  sagen: 
Ich  glaube  nicht,  dass  es  ein  schöneres,  ein  tiefinteressanteres  Material  zum  Studium 
der  .\tmungsfiguren.  der  chemotaktischen  und  phototak^ischen  Bewegungen  überhaupt 
giebt,  wie  die  Purpurbakterien.    Die  Kulturschwierigkeiten  sind  gering  und  in  jedem 


lichen  Lebensbedingungen  ireien  Sauerstoff  bedürfen  zur  bleibenden  Unterhaltung  ihres 
Lebens.  Eine  Spur  Sauerstoff  ist  aber  zureichend  für  eine  lange  Reihe  von  Generationen. 

■)  Ueber  die  Butylalkoholgarung  und  das  Butylferment.  (\'erh.  der  Koninkl.  Akad. 
van  Wetensch.  Amsterdam.  2.  Sectie.  Deel  I.  1803.  Xo.  10.) 

')   Beitr.  zur  Biologie  der  Pflanzen.  Bd.  I.  1875.  p.  167. 

*)   Die  Schwefelbakterien.  p.  50.  Leipzig  1888. 
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physiologischen  Laboratorium  sollten  sie  immerfort  zur  Verfügung  stehen.  Die  zahi- 
reichen  auf  ihre  Lebensbedingungen  beziiglichen  Fragen  sind  angeregt,  jedoch  durch- 
aus  noch  nicht  als  gelost  zu  betrachten  •). 

Die  Atmungsfiguren  werden  nun  folgenderweise  erhalten:  Ich  bringe  mehrere  cm' 
von  dem  an  Chromatien  sehr  reichen  Moder  vermittelst  einer  Pipette  in  einen  kleinen 
viereckigen  Glastrog  (6  cm  lang,  4  cm  breit,  i  cm  hoch),  welcher  damit  vollstandig 
angefüllt  und  mit  einer  aufgeschlifFenen  Glasplatte  ganzlich  von  der  Luft  abge- 
schlossen  wird.  Zum  Einfangen  mache  ich  nun  Gebrauch  von  der  Eigenschaft  der 
Chromatien,  sich  im  Lichte  anzusammeln.  Dazu  überdecke  ich  den  ganzen  Trog  mit 
einem  eng  anschliéssenden  Blechdeckel,  worin  sich  eine  kleine  runde  oder  viereckige 
Oeffnung  befindet.  \'or  einem  Penster  aufgestellt,  so  dass  das  Licht  die  Oeflfnung 
bestrahit,  sammein  sich  die  Chromatien  gegen  die  Glasplatte  unter  der  Oefifnung,  und 
nach  einigen  Stunden  sieht  man  einen  purpurroten  Fleck  von  der  Gestalt  der  Oeff- 
nung entstehen.  Da  die  Chromatien  sich  im  Lichte  festsetzen,  kann  man  die  Glas- 
platte von  dem  Wasser  aufheben  und  abtropfen  lassen,  ohne  dass  sie  wegspülen.  Man 
kann  nun  mit  einer  Deckplatte  überdecken  und  ein  Praparat  wie  Fig.  6  herstellen. 

Die  beiden  von  mir  untersuchten  Arten  haben  die  merkwiirdige  Eigenschaft,  dass 
ihre  Individuen  auf  verschiedene  Sauerstofifspannungen  gestimmt  sind,  je  nachdem 
sie  mit  mehr  oder  wenig  konzentrirten  HjS-Lösungen  in  Kontakt  gewesen  sind,  oder 
wenn  sie  im  Tropfen  verschiedene  Konzentrationen  dieses  Stoffes  vorfinden.  Die  Ver- 
haltnisse,  welche  die  Ansammlungen  bestimmen,  werden  dadurch,  sowie  durch  andere 
innere,  nicht  naher  aufgeklarte  Bedingungen  vervvickelt.  Das  hauptsachlich  Fest- 
stehende  dürfte  sich  wie  folgt  umschreiben  lassen: 

1.  Kuituren,  welche  mit  einem  L>bermass  von  H2S  in  Kontakt  sind,  sowie  Kui- 
turen, WO  HïS,  sowohl  in  der  Lösung,  wie  als  Reserve  im  Chromatiumkörper  fehlt, 
nehmen  Anaërobientypus  an.  Durch  diesen  l^mstand  entstehen  in  allen  Pr.ïparaten 
nach  24  Stunden  zentrale  Ansammlungen  (A'  Fig.  10). 

2.  In  HaS-freien  Tropfen,  jedoch  hei  Gegenwart  einer  Schwefelwassersoff- 
reserve  wird  scheinbar  Aërobientypus  angenommen,  wobei  es  jedoch,  wegen  fort- 
w.ïhrend  stattfindenden  Individuenwechsels  zwischen  Rand  und  Inneren,  nicht  zu  An- 
sammlungen kommt. 

3.  Bei  Gegenwart  einer  Spur  H2S  im  Tropfen  wird  Spirillentypus  angenommen. 
Die  Beschreibung  der  Figuren   10,   11   u.   12  mag  das  hier  Gesagte  noch  naher 

beleuchten. 

Fig.  10  hat  Bezug  auf  Chroma  tium  Okenii,  niimlich  auf  dem  Schwiir- 
merstadium  desselben.  Dieses  Stadium  entsteht  bei  dem  angefiihrten  Kulturverfah- 
ren  vorübergehend,  wenn  die  Ernahrungsbedingungen  gunstig  sind  und  der  H-jS- 
Vorrat  im  Wasser  zwar  erschöpft  ist,  jedoch  nur  eben  erschöpft, 
so  dass  eine  ausserordentlich  rege  Lebensaktivitat  vor- 
liegt,  wohl  infolge  einer  besonders  starken  Schwefelwasserstoffreserve  im  Körper 
der  Chromatien.  Bringt  man  eine  grosse  Menge  dieser  Schw.ïrmer  in  einen  Tropfen, 
worin  sich  eine  Spur  von  HsS  vorfindet,  so  ist  die   zuerst  entstehende  Figur  eine 


')  Fiir  die  Be vvegungsvorgange  zu  vergleichen  Engelmann,  Bacterium  photo- 
metricum.  (Pf  1  ü  Kcr's  .-Xrchiv.  Bd.  30.  1883.  p.  95)  und  Engelmann,  Die  Purpur- 
baktericn.  (Botan.  Zcitung.   1888.  p.  661.) 
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Atmungslinie  nach  Spirillentypus,  welche  ziemlich  breit  ist  (A'  Fig.  lo,  jedoch  mehr 
peripherisch  und  breiter  wie  in  der  Zeichnung).  Diese  Linie  zieht  sich  allmahlich 
zurück  vom  Raiide  und  vom  Meniskus,  und  zu  gleicher  Zeit  entsteht  dabei  cine 
centrale  Ansammlung  (A'),  welche  sich  schnell  vergrössert  auf  Kosten  des  Bestan- 
des  des  Ringes.  Uebrigens  lehrt  die  mikroskopische  Betrachtung,  dass  auch  die  In- 
dividuen des  Ringes  rekrutiert  werden  aus  der  centralen  Ansammlung,  so  dass  der 
Bestand  desselben  fortdauernd  im  Wechsel  begrifFen  ist  und  im  Raume  zwischen  A^ 
und  A^  immer  einzelne  Individuen  sich  in-  und  auswarts  bewegen.  Nach  einigen 
Stunden  verschwindet  A^  ganzlich  und  A^  enthalt  den  gesamten  Chroniatienbestand. 
In  diesem  Falie  erklare  ich  A-  durch  die  Gegenwart  voii  ziemlich  viel  HjS 
(siehe  i  oben) ;  A'  aus  der  Gegenwart  von  einer  Spur  H...S  (siehe  3  oben),  den 
schliesslich  erreichten  Zustand  einer  centralen  Ansammlung  allein  aus  dem  vollstan- 
digen  Verschwinden  des  HiS. 

In  den  Fig.  11  und  12  sind  Ansammlungen  gezeichnet,  wie  sie  mit  meiner  zwei- 
ten genannten  Chromatiumart  gewöhnlich  entstehen,  bei  HsS-Gegenwart.  In 
Fig.  II  sieht  man  eine  noch  in  Werdung  begriffene  Figur,  welche  aus  dem  Spirillen- 
stadium  in  das  Anaërobienstadium  übergeht  unter  dem  Einfluss  des  Verschwindens 
von  ursprünglich  vorhandenem  HoS  und  des  Sauerstoffzutrittes.  Anstatt  jedoch  eine 
centrale  Ansammlung  zu  bilden,  entstehen  hier  einige  mehr  peripherisch  gelegene 
Bander,  jedes  derselben  entspricht  aber  einer  centralen  Ansammlung  und  die  Ent- 
stehung  derselben  muss  dadurch  erklart  werden,  dass  die  Bewegungsenergie  von 
dieser  Chromatienart  eine  ausserordentlich  hohe  ist,  diejenige  von  Chromatium 
Okenii  übertreffend,  und  dass  in  jeder  zufallig  vorhandenen  .^nhaufung  der 
Sauerstoff  durch  diese  hohe  Aktivitat  sofort  verschwindet,  wodurch  eine  solche  An- 
haufung  an  sich  das  Centrum  der  Ansammlung  von  allen  in  deren  Nahe  befindlichen 
Bakterien  wird. 

In  vielen  Fiillen  vereinigen  alle  Chromatien  sich  zu  einer  einzelnen  Figur,  wie 
in  Fig.  12  dargestellt,  welche  ebenfalls  einer  ursprünglich  zufallig  vorhandenen  An- 
sammlung entspricht,  welche  wahrend   des   Spirillenstadiums   vorhanden   war. 

Bei  allen  Yersuchen  mit  Chromatien  muss  auf  ihre  ausserordentliche  Empfind- 
lichkeit  für  das  Licht  Rücksicht  genommen  werden.  Dieselben  geboren  zu  den  emp- 
findlichsten  Photometern,  welche  es  überhaupt  giebt,  indem  sie  stets  mit  unfehlbarer 
Sicherheit  im  weissen  Lichte  die  Stelle  der  höchsten  Intensitat  aufsuchen.  In  den 
Praparaten  schwimmen  sie  deshalb  immer  nach  den  Fensterseiten,  auf  der  Mikro- 
skopplatte  sammein  sie  sich  im  Focus  des  Spiegels.  Sehr  interessant  ist  in  dieser  Be- 
ziehung  folgende  Beobachtung:  Betrachtet  man  ein  Chromatienpraparat  (besonders 
unsere  zweite  Art)  mit  dem  Mikroskope,  und  schiebt  nach  einigen  .^ugenblicken  das 
Objektiv  nach  oben,  so  sieht  man  eine  ringförmige  .^nordnung  der  Chromatien.  Der 
innere  Raum  der  Ringe  hat  genau  dieselbe  Grosse  wie  die  freie  Glasflache  der  Front- 
linse,  die  ringförmige  Ansammlung,  diejenige  des  nach  unten  gekehrten  Teiles  des 
polierten  Messings  des  Objektivs  und  die  ganze  Erscheinung  beruht  auf  der  un- 
gleichen  Reflexion  der  vom  Spiegel  herrührenden  Strahlen,  welche  vom  Metall  des 
Objektivs  zurückgeworfen  werden,  nicht  jedoch  in  gleichem  Masse  durch  das  Glas  der 
Linse  desselben. 
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Figurenerklaru  ng  zu   Tafel  III.  . 

Fig.  I.  Reagenzrohre  mit  eincm  Niveau  ('.V>  von  B  a  c  i  1 1  ii  s  perlibratus  in  dcstil- 
liertem  Wasser  obcrhalb  einer   Bohne  IB);  ni  Meniskus  des  Wassers. 

Fig.  2.  U-Röhre  mit  zwei  P  e  r  1  i  b  r  a  t  u  sniveaus  (N'  und  N^),  urn  den  Sauerstoff- 
einfluss  auf  die  Stellung  der  Niveaus  zu  zeigcn;  gp  Glasplatte,  m  Meniskus. 

Fig.  3.  Niveau  (N)  von  Bacterium  Zopfii  in  destilliertem  Wasser  oberhalb 
Nahrgelatine  (ng). 

Fig.  4.  Wie  Fig.  3  von  Bacil  lus  prodigiosus. 

Fig.  5.  Doppelniveau  (Na  und  Nb)  von  Bacterium  c  o  1  i  commune  in  destilliertem 
Wasser  oberhalb  Nahrgelatine  (ng). 

Fig.  6.  Zur  Versuchsanstellung  betreffs  der  Atmungsfiguren.  O  Objektplatte,  hjerauf 
liegt  ein  durch  einen  zweifach  gebogenen  Platinfaden  f/iO  getragenes  Deckglas,  worunter 
ein  Luftraum  (Ir)  und  ein  Flüssigkeitsraum  (fr),  m  Meniskus. 

Fig.  7.  Atmungsfigur  des  Aë  r  ob  i  e  n  ty  p  u  s.  A  Aus  beweglichen  Bakterien  be- 
stehende  Bakterienanhaufung  im  Meniskus  (m),  bfr  bakterienfreier  Raum,  rb  ruhende 
Bakterien. 

Fig.  8.  Atmungsfigur  des  Spirilicntypus.    A  Atmungslinie,  m  Meniskus. 

Fig. 9.  Atmungsfigur  des  .\ua  ërobi  en  ty  p  u  s.  .'J  Bakterienansammlung,  jij  Meniskus. 

Fig.  10.  Atmungsfigur  des  Schwarmerzustandes  von  C  h  roma  t  i  u  m  O  ke  n  i  i.  A'  und 
A'  die  nach  Spirillen-  und  .\naërobientypus  gebildeten  Ansammlungen. 

Fig.  II  und  12.  Atmungsfiguren  von  der  anderen  C  h  r  oma  t  i  u  m  a  r  t.  Die  .An- 
sammlungen entstehen  nach  Spirillentypus,  nchmen  jedoch  schliesslich  .Anaërobientypus 
an,  wobei  zuf iillige  Ansammlungen  in  der  ursprünglichen  Anhaufung  als  Centren  f ungieren. 
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Bemerkung  über  die  Zersetzung  des  Wasser- 
stoffsuperoxyds  durch  lebende  Organismen. 

Naturwissenschaftliche  Rundschau,  Braunschweig,  8.  Jahrgang,   1893,  S.  671. 

In  der  Naturw.  Rundschau  1893,  Nr.  44,  S.  569,  werden  einige  Versuche  von  Herrn 
Gottstein  angeführt  betreffs  Zerlegung  des  Wasserstoiïsuperoxyds  durch 
lebende  und  todte  Körper.  Da  man  daraus  den  Eindruck  bekommt,  dass  alle  lebende 
Zeilen  diese  Spaltung  verursachen,  wünsche  ich  zu  bemerken,  dass  es  auf  die  aller- 
dings  höchst  allgemeine  Regel  eine  Ausnahme  giebt.  Die  Milchsriurefermente  der  Gah- 
rungsindustrie  sind  namlich  in  dieser  Beziehung  vollstandig  inactiv.  Man  kann  des- 
halb  eine  von  diesen  Fermenten  strotzende  Milchsauregahrung  (z.  B.  versiiuerten 
Malzbrei)  mit  H2O2  vermischen,  ohne  dass  ein  Blaschen  Sauerstoff  freikommt.  Auch 
die  auf  Malzwürzegelatine  kultivierten  Kolonieen  desFermentes  zerlegen  H2O2  durch- 
aus  nicht.  Dieses  ist  nicht  Folge  der  sauren  Reaction,  denn  Neutralisation  mit  Kreide 
oder  mit  Natriumcarbonat  bringt  keine  Verrinderung  und  die  sehr  stark  sauer  rea- 
girenden  Koloniën  von  Essigbacterien  auf  gleichem  Nahrboden  neben  Milch- 
saurefermenten  kultiviert,  zerlegen  ziemlich  energisch  (obschon  schwacher  wie  Hefe 
und  gewöhnliche  Bacteriën).  Da  alle  anderen  von  mir  untersuchten  Organismen,  und 
davon  abgeleitete  Producte,  so  lange  darin  lebendes  oder  todtes  Protoplasma  vor- 
kommt,  welches  nicht  auf  60"  C  erhitzt  ist,  Wasserstoffsuperoxyd  zerlegen,  so  scheint 
es  mir  interessant,  eine,  vielleicht  die  einzige  Ausnahme  gefunden  zu  haben  auf  eine 
so  allgemeine  Regel. 


Notiz  über  den  Nachweis  von  Protozoen  und 
Spirillen  in  Trinkwasser. 

Ccntrall)latt   für   Bakteriologie  und  Parasitcnkundc,  Jena,  XV'.  Band,   i8q4,  S.  io — 15. 

Die  Lebensbedingungen  der  meisten  Protozoen  und  Spirillen  weichen  so  sehr 
von  denjenigen  der  Bakterien,  Hefen  und  Schimmelarten  ab,  dass  man  die- 
selben bei  den  gewöhnlichen  bakteriologischen  Versuchen  nur  selten  zur  An- 
sicht bekommt.  Durch  meine  Methode  der  »Bakterienniveaus« ')  werden  nicht 
nur  die  Spirillen-,  sondern  auch  die  Protozoenkeime  in  die  Lage  versetzt,  sich  zu  ent- 
wickeln,  denn  es  ist  eben  das  Eigentümliche  dieser  Methode,  dass  in  der  Kultur- 
flüssigkeit,  in  einem  einzelnen  Versuche,  sozusagen  alle  möglichen  Bedingungen  in 
Bezug  auf  Konzentration  der  Nahrstoffe  und  des  Sauerstoffes  reaüsiert  sind,  und 
überdies  der  grossen  Mehrheit  der  uns  hier  zunachst  interessierenden  Formen,  nam- 
lich  den  »Bakterienfressern«,  geeignete  Nahrung  dargeboten  wird. 

Ich  habe  meine  Versuche  mit  Leitungswasser  zu  Delft  angestellt.  Dieses  Wasser 
stammt  aus  den  Dünen  zu  Loosduinen,  wo  es  durch  Drains  gesammelt  wird.  Wegen 
der  Gegenwart  von  Humuskörpern,  welche  aus  der  Moorschicht  der  Dünen  herrühren, 
findet  Kliirung  mit  Aluminiumsulfat  statt.  Danach  verwedt  das  Wasser  in  Absatz- 
bassins,  worin  ein  brauner  Lack  sich  absetzt,  und  dann  findet  gewöhnliche  Sand- 
filtration  statt.  Schliesslich  strömt  das  Wasser  durch  eine  Röhrenleitung  von  14  Kilo- 
meter Lange  und  25,4  cm  Weite,  um  Delft  zu  erreichen,  und  auf  diesem  Wege  ver- 
liert  es,  unter  dem  Einflusse  der  Mikrnbien  unrl  des  Eisens,  die  Halfte  des  gelösten 
Sauerstoffes.  Die  Bakterienanzahl  ist  in  meinem  Hause  sehr  ungleich  und  wechselt 
mit  dem  Sauerstoffgehalt.  Ist  dieser  Gehalt  hoch,  wie  im  Sommer  bei  grosser  Hitze 
und  viel  Verbrauch,  so  ist  die  Anzahl  der  Keime  unzjihlbar;  im  Winter  und 
F  r  ü  h  j  a  h  r  ,  bei  einem  Gehalte  an  Sauerstoff  von  ca.  3,5  cm'  oder  weniger  pro 
Liter,  finden  sich  in  i  cm'  70  bis  200  Keime  -).  Diese  Angaben  beruhen  auf  Unter- 
suchung  nach  dem  gewöhnlichen  Plattenverfahren,  wobei  allerdings  viele  interessante 
Formen,  wie  Nitrit-  und  Nitratfermente,  Wasserbakterien  aus  den  Gattungen  C  1  a  d  c- 
t  h  r  i  X  und  Crenothrix,  die  meisten  Spirillen,  anaërobe  Arten,  thermophile 
Formen  u.  a.  nicht  zur  Beobachtung  gelangen''). 


')   Ccntralblatt  für   Bakteriologie.    Bd.  XTV.   1803.  P-  827. 

')  So  war  CS  wcnigstcns  im  Jalirc  i8q2 — g3,  ob  immer,  vermag  ich  noch  nicht  zu 
beurteilen. 

•)  Auch  Alkoholhefen  werden  bei  dem  gewöhnlichen  Gelatineverfahrcn  nicht  ge- 
fundcn,  und  zwar  infolge  ihrer  .Scltenheit;  vcrwendct  man  aber  Wasserproben  von 
50  cm'  oder  mchr,  so  l.ïsst  sich  darin  gewöhnlich  cinc  bcstimmte  Art  nachwciscn. 
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Ich  hatte  jjeglaubt,  dass  sich  in  diesem  Wasser  keine  Infusorien  und  Monaden 
in  merklicher  Anzalii  vorfinden  würden.  Darin  habe  ich  mich  jedoch  geirrt;  aus 
25  cm'  erhalte  ich  immer  einige  Monadenarten  und  bisweilen  auch  eine  Infusorie. 
Aus  viel  weniger,  die  untere  Grenze  kenne  ich  noch  nicht,  jedenfalls  aus  weniger  wie 
3  cm',  kommen  ausnahmsios  Monaden  zur  Entwicklung.  Auch  Spiriilen  von  verschie- 
dener  Art  fehlen  niemals.    Zum  Auffinden  dieser  Organismen  verfahre  ich  wie  folgt: 

£s  werden,  wie  für  einen  Reinkulturniveauversuch,  einige  Tropfen  einer  geeig- 
neten  Nahrgelatine  oder  Agar  am  Boden  einer  sterilisierten  Reagenzröhre  erstarrt. 
Anstatt  aber  mit  sterilisiertem  Wasser  zu  übergiessen,  wird  mit  der  zu  untersuchen- 
den  W'asserprobe  überschichtet.  Wenn  ich  Fleischwassergelatine  verwandte,  entstand 
innerhalb  24  Stunden  oberhalb  Würzegelatine  nach  36  bis  48  Stunden  ein  scharfes 
Niveau.  Aus  welchen  Bakterien  dieses  Niveau  besteht,  interessiert  hier  zunachst 
nicht,  Bacillus  liquefaciens  vulgaris  kann  darin  vorkommen,  B.  p  e  r  1  i- 
b  r  a  t  u  s  jedenfalls  nur  selten.  Was  hier  aber  wohl  die  Untersuchung  verdient,  ist 
die  Vegetation,  welche  sich  sehr  bald  in  dem  oberhalb  des  Niveaus  befindlichen  Was- 
ser entwickelt.  Es  versteht  sich.  dass  der  Gehalt  an  organischen  Stoffen  dort  sehr 
gering  sein  muss,  da  der  von  unten  herkommende  Diffusionsstrom  derselben  durch  das 
Niveau  sozusagen  filtriert  wird  und  dort  das  eigentlich  Nahrhafte  wohl  grösstenteils 
zurücklasst.  Jedoch  werden  die  Stoffwechselprodukte  der  im  Niveau  und  sich  unter- 
halb  desselben  befindlichen  Bakterien  die  Vegetation  wenig  anspruchsvoUer  Arten 
ermöglichen.  Es  treffen  deshalb  drei  Umstande  im  oberen  Teile  der  Wassersaule 
zusammen,  welche  für  die  Entwicklung  von  Protozoen  (sowie  von  C 1  a  d  o  - 
thrix  und  Crenothrix)  gunstig  sind,  namlich,  eine  geringe  Konzentration 
organischer  Stoffe,  ein  relativ  hoher  Bakteriengehalt  und  Sauerstoffspannungen, 
welche  zwischen  sehr  weiten  Grenzen  abwechseln.  Die  Folge  davon  ist  denn  auch  bald 
bemerkbar:  aus  nicht  zu  kleinen  Leitungswasserproben  entwickeln  sich.  zunachst  im 
Meniskus,  massenhaft  kleine  Monaden  verschiedener  Arten,  welche  teilweise  voll- 
standig  übereinstimmen  mit  Oikomonas  termo  Ehrenberg.  nach  B  ü  t  s  c  h  1  i's 
Beschreibung ').  Bei  meinen  Kuituren  bildet  Oikomonas  termo  eine  ausserst 
feine,  blnulich  schimmernde  Haut  auf  der  Wasseroberflache.  Sie  lebt  dort  in  Ge- 
sellschaft  mehrerer  Bakterien.  wovon  sie  sich  auch  ernahrt.  In  Bezug  auf  die 
Atmungsfigur  gehort  sie  offenbar  zu  dem  Aërobientypus.  Die  Lange  dieser  Monade 
betragt  ca.  7  |.i'),  abgesehen  von  der  einzigen  Geissel,  welche  8  bis  10  u  lang  ist.  Sie 
bewegt  sich  sehr  lebhaft,  setzt  sich  aber  oft  mit  dem  Hinterende  fest.  Ihr  Körper 
ist  formveranderlich  und  nicht  immer  leicht  von  dem  einer  Amöbe  zu  unterscheiden. 
Die  Ernahrung  findet  statt  durch  das  Verschlingen  kleiner  Bakterien.  Die  Nahrmasse 
ist  in  einer  Ernahrungsvakuole  enthalten,  welche  schliesslich  einen  scharf  sichtbaren, 
seitlichen  Ballen  im  mittleren  Teile  des  Ki'irpers  erzeugt.  Ueberdies  sind  im  Körper 
eine  kleine  kontraktile  Vakuole  und  ein  Kern  sichtbar.  Die  Vermehrung  geschieht 
durch  Langstheilung,   Mundöffnung  und  Schlund  konnte  ich  nicht  erkennen. 

Nachdem  die  Oberflache  des  Wassers  durch  eine  dichte  Bakterien-  und  Monaden- 
schicht   den   Zutritt  des  Sauerstoffes  nach  der  Tiefe  erschwert,   fangen  die   Spiriilen 


')   Protozoa.  .'\bt.  II.  p.  813.  Taf.  40.   Fig.  2. 

')   Bütschli    sagt    bei  Oikomonas:   .Lange    bis  o.oi5mm«,    das  ist  aber  sicher 
zu  lang. 
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sich  zu  vermehren  an.  Es  scheint,  dass  davon  stets  mehrere  Arten  im  Leitungswasser 
vorkommen.  Ueber  Fleischwasserpeptongelatine  land  ich  oft  eine  ziemlich  stattliche 
Art,  welche  ich  für  identisch  mit  S  p  i  r  i  1 1  u  m  U  n  d  u  1  a  O.  F.  Muller,  Ehrenberg 
und  Cohn  halte  und  deren  Anwesenheit  im  Trinkwasser  ich  nicht  vermutet  hatte. 
Diese  Art  gehort,  wie  alle  bisher  bekannten  Spirillen,  in  Bezug  auf  ihre  Atmungs- 
figur  zu  dem  »Spirillentypus«.  Bei  reichhaltiger  Entwicklung  in  den  Röhren  entsteht 
infolge  dieser  Eigenschaft  ein  scharf  ausgebildetes,  liniendiinnes  Niveau  ungefahr 
einen  Centimeter  tief  unterhalb  des  freien  Spiegels,  diejenige  Stelle  bezeichnend,  wo 
der  geloste  Sauerstoff  in  zwar  sehr  geringer,  doch  für  die  Spirillen  in  optimaler  Span- 
nung  vorhanden  ist.  Saugt  man  mit  einem  feinen  Röhrchen  etwas  Material  aus  diesem 
Niveau,  so  bekommt  man  gewöhnlich  ein  Praparat,  worin  sich  mikroskopisch  nur 
die  genannte  Spirillenart  nachweisen  lasst. 

Nach  Spirochaeten  habe  ich  ohne  Erfolg  gesucht. 

Etwas  anders  wird  das  Resultat,  wenn  anstatt  Fleischpeptongelatine  einige 
Tropfen  Würzegelatine  auf  dem  Boden  der  Reagenzröhre  liegen.  Die  daraus  nach 
oben  difïundierenden  Nahrstoffe  sind  für  die  Bakterienentwicklung  ausserordentlich 
gunstig,  besonders  für  das  Wachstum  vieler  Schleimbakterien.  Natürlich  finden  auch 
die  etwa  vorhandenen  Garungsbakterien  —  und  auch  diese  fehlen  im  Leitungswasser 
niemals  —  ausgezeichnete  Entwicklungsbedingungen,  wodurch  bei  gunstiger  Tem- 
peratur  schon  sobaldGasbildung  stattfinden  kann,  dass  Niveaus  infolge  derStrömungen 
kaumsichtbar werden.  Unter  solchenVerhaltnissen  istderSauerstoffbaldüberdiegrösste 
Lange  derRöhre  verschwunden  und  dieOberflache  schliesst  sich  ab  mit  einer  weichen, 
breiartigen  Bakterienschicht,  welche  bekanntlich  der  beliebte  Tummelplatz  für  Fla- 
gellaten  und  Infusorien  ist.  Bei  meinen  \'ersuchen  mit  Leitungswasser  sind  unter 
diesen  Bedingungen  ausser  Oikomonas  termo,  welche  nie  fehlte,  dann  und 
wann  noch  drei  andere  Arten  dieser  Gruppen  aufgetreten,  namlich  ein  kleines  Infu- 
sorium,  wahrscheinlich  Colpoda  cucullus,  eine  zweite  Oikomonasart  und 
eine  Amöbe.  Ich  will  ferner  hervorheben,  dass  sich  in  diesem  Gemisch  auch  Clado- 
thrix  dichotoma,  eine  eigentümlich  gekrümmte  Cladothrixart,  eine 
Crenothrix  und  zwei  sehr  kenntliche,  dicke,  kurze  Spirillenarten,  welche  noch  nicht 
beschrieben  sind,  in  profuser  Vegetation  vorfanden.  Es  lag  nicht  im  Zwecke  dieser 
Untersuchung,  das  Bakteriengemisch  an  sich  zu  entwirren ;  dass  dasselbe  vollstandig 
verschieden  ist  von  dem  ursprünglich  im  Wasser  vorkommenden,  lehrt  schon  eine 
einfache  mikroskopische  Betrachtung. 

Die  mehrfach  gefundene  Infusorie  halte  ich,  wie  gesagt,  für  Colpoda 
cucullus*).  Die  zweite  Oikomonosart  sowie  die  Amöbe  konnte  ich  nicht 
weiter  determinieren.  Die  Monade  hat  aber  eine  Eigenschaft,  wodurch  sie  sich  so- 
fort  kennbar  machte,  namlich  ihre  niedere  Sauerstofïstimmung,  wodurch  sie  veran- 
lasst  wird,  wenn  sie  sich  unter  einem  freien,  nicht  durch  eine  Bakteriendecke  abge- 
schlossenen  Wassermeniskus  findet,  sich  nahezu  i  H  cm  tief  unter  dem  Meniskus  an- 
zuhaufen.  Sie  gehort  deshalb  zum  »Spirillentypus«,  ist  jedoch  auf  eine  noch  nied- 
rigere  SauerstofFspannung  gestimmt,  wie  die  gewöhnlichen  Spirillen.  Sie  besitzt  eine 
ellipsoide  Gestalt,  ist  ungefahr  so  gross  wie  O.  t  e  r  m  o  ,  namlich  8  u  lang.  Sie  ist 
scharf  konturiert  und  starker  gekörnt  wie  jene  Art. 


')   Bütschli,  Protozoen.  Abt.  IIL  p.  1707.  Taf.  62.  Fig.  7.   1889. 
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Es  kann  nicht  mein  Zweck  sein,  die  Beschreibung  der  aufgefundenen  Protozoen 
hier  weiter  auszuführen.  Ich  wiinsche  hier  ebensowenig  auf  den  Spirillen- 
fund,  sowie  auf  die  W'achstumsverhaltnisse  von  Cladothrix  und  Crenothrix 
weiter  einzugehen  und  beschranke  mich  nur  darauf,  hinzuweisen,  dass  diese  Organis- 
men in  der  üppigsten  Ausbildung  in  den  Reagenzröhrchen  auftreten  können.  Was 
mir  jedoch  notvvendig  erscheint,  ist,  naher  zu  betrachten,  woher  die  beobachteten 
Protozoen  herstammen.  Ist  es  vielleicht  möglich,  dass  sie  wahrend  der  Versuchsan- 
stellung  aus  der  Luft  in  meine  Röhren  gekommen  sind?  Zur  Erledigung  dieser  Frage 
habe  ich  folgende  Versuche  angestellt: 

Erster  Versuch.  Sechs  grosse  Becherglaser  wurden  zur  Halfte  mit  einem 
Gemische  von  gleichen  Teilen  Grabenwasser  und  destilliertem  Wasser  angefüUt  und 
jedem  derselben  eine  Spur  Kaliumphosphat  zugegeben.  Ins  erste  Glas  wurde  dazu 
Y:  Proz.  Glukose,  ins  zweite  »/io  Proz.  Starke,  ins  dritte  K  Proz.  Rohrzucker,  ins 
\  ierte  gar  nichts,  ins  fiinfte  i  Proz.  Pepten  siccum,  ins  sechste  einige  frische  Luzerne- 
stengel  und  -blatter  gebracht.  Dann  wurden  alle  Glaser  aufgekocht.  Dadurch  mussen 
Protozoen  wohl  ausnahmslos  abgetötet  sein  ^).  Ich  stellte  die  Glaser  nun  auf  den 
Tisch  im  Laboratorium  effen  auf  und  beobachtete  dann  und  wann  den  Zustand  der 
Haut,  welche  sich  an  der  Oberfliiche  bildete.  Ich  erwartete  darin,  wenigstens  im 
Luzerneglase,  bald  Oikomonas  und  Infusorien  zu  finden,  jedoch  fand  ich  mich 
darin  vom  20.  Sept.  bis  10.  Dez.  1893,  das  heisst  wahrend  der  ganzen  Versuchsdauer, 
getauscht:  keine  einzige  Monade,  kein  einziges  Infusorium  konnte  ich  aufïinden  *). 
Spirillen  fehlten  ebenfalls.  Ich  brachte  dann  ins  Luzerne-,  ins  Rohrzucker-  und  in 
das  Glukoseglas  ein  wenig  Leitungswasser  und  fand  nach  einigen  Tagen  darin  zahl- 
lose  Monaden,  so  dass  die  Natur  der  Nahrfiüssigkeit,  wenigstens  in  den  genannten 
Glasern,  eine  entsprechende  war.  Ich  muss  deshalb  schliessen,  dass  wahrend  mehr 
als  zehn  Wochen  keine  Protozoencysten  ')  aus  der  Luft  gefallen  waren.  Natürlich 
bin  ich  völlig  überzeugt,  dass  dieses  nur  Zufall  war  und  dass  in  anderen  Lokalitaten 
Protozoen  wurden  aufgetreten  sein,  allein  ich  habe  damit  erwiesen,  wie  ausserst  ge- 
ring die  Chance  ist,  wahrend  eines  Versuches  aus  der  Luft  mit  Protozoen  zu  infi- 
zieren.  Ich  will  noch  hinzufiigen,  dass  ich  meine  Niveauversuche  mit  Bohnen  (dieses 
Centralbl.  Bd.  XIV,  1893,  p.  827)  oft  in  offenen  Reagenzröhrchen  ausgeführt  habe, 
welche  viele  Monate  aufbewahrt  wurden,  jedoch  ebenfalls  ohne  dass  darin  jemals 
Protozoen  zu  finden  waren,  wenn  ich  anfangs  nur  gekochtes  oder  destilliertes  Wasser 
verwendet  hatte. 

Z  w  e  i  t  e  r  V  e  r  s  u  c  h.  Da  mir  der  beschriebene  Versuch  bei  aller  Einfach- 
heit  doch  nicht  unwichtig  erscheint,  habe  ich  denselben  noch  auf  andere  Weise  aus- 
geführt. 

In  zwei  sterilisierte  weite  Becherglaser  wurde  zu  Boden  des  einen  eine  papier- 
dunne    Schicht  Fleischpeptongelatine,    ins    andere    eine  solche  Schicht   von  Würze- 


')  Zwar  wird  von  Dallinger  und  Drj'sdale  ansegeben,  dass  Oikomonas  und 
Cercomonas  »Sporen«  erzeugen,  welche  in  Nahrflüssigkcit  erst  bei  i3i''C  und  II4''C 
absterben,  das  gehort  aber  ins  Gebiet  der  Traumbilder. 

*)  Die  letzten  mikroskopischen  Untersuchungen  batten  wahrend  des  Druckcs  dieses 
Aufsatzes  stattgefunden. 

»)  Ob  Oikomonas  sich  encystiert  und  getrocknet  lebendig  bleiben  kann,  weiss 
ich  nicht,  doch  vermute  ich  es. 
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gelatine  gegossen.  Xach  dem  Erstarren  wurden  die  Gelatineschichten  mit  gekochtem, 
destilliertem  A\'asser  überschichtet,  welches  die  offen  auf  den  Tisch  gestellten  Glaser 
zu  *jt  anfüllte.  Es  konnten  nun  wieder  alle  möglichen  Nahxungskonzentrationen  ent- 
stehen  und  auch  in  Bezug  auf  den  SauerstoÉf  war  freie  Wahl  ennöglicht.  Aus  der 
Zimmerluft  des  Laboratoriums  konnten  die  verschiedenartigsten  Keime  iminerfort 
hineinfallen.  Eine  •wahrend  der  Monate  Oktober  und  November  wöchentlich  wieder- 
holte mikroskopische  Untersuchimg  des  Inhaltes  gab  dasselbe  Resultat  wie  beim 
vorigen  Versuche:  Schimmel,  Sprosshefen  und  Bakterien  in  Ueberfluss,  von  In- 
fusorien  tmd  Protozoen  dagegen  keine  Spur.  Auch  Spirillen  fehlten  voUstandig  imd 
natürlich  auch  Crenothrix  und  Cladothrix. 

Aus  diesen  Versuchen  geht  jedenfalls  klar  hervor,  dass  die  in  den  Niveau- 
röhren  gefimdenen  Spirillen,  Monaden  und  Infusorien  nur  aus  dem  Leitungswasser 
und  nicht  aus  der  Luft  herkünftig  gewesen  sind,  und  dass  die  Dauerzustande  dieser 
Organismen  in  der  Atmosphare  eines  Laboratoriumzimmers  zweifellos  ausserst  selten 
sein  mussen,  wenn  dieselben  überhaupt  darin  vorhanden  sind. 

Ich  glaube  im  Vorhergehenden  einen  Schrittvorwartsgethan  zuhabenauf  demWege 
einer  allgemeinen  biologischen  Analyse  von  Wasser  und  anderen  Flüssigkeiten,  sowie 
von  Luft.  Die  Methode  der  Niveaus  ist  für  eine  weitere  Ausdehnung  geeignet.  Durch 
eine  bessere  Form  der  Glasgefasse,  wodurch  sich  die  verschiedenen  Schichten  leichter 
werden  trennen  lassen,  femer  durch  die  Ersetzimg  der  Nahrstoflte  durch  andere,  z.  B. 
durch  pathogeneMaterialien,  durch  Ueberschichtung  mit  bestimmten  anderen  Flüssig- 
keiten wie  Wasser,  —  dadurch  werden  gewisse  Fragen  betreffs  der  Lebensbedingun- 
gen  und  der  Morphologie  bisher  nicht  isolierter  oder  kultiverter  Mikrobien  sich  beant- 
worten  lassen.  Auch  für  die  Luftuntersuchung  ergeben  sich  .\nhaltspunk-te,  welche 
gewisse,  sich  auf  Protozoen  beziehende  Fragen,  wobei  ich  z.  B.  an  die  Fieber-  imd 
Malariaparasiten  denke,  von  anderer  Seite  wie  bisher  in  Angrifï  zu  nehmen  ge- 
statten.  Aus  diesen  und  anderen  Gründen  scheint  es  mir  von  Wert,  den  Beweis  er- 
bracht  zu  haben,  dass  es  möglich  ist,  auf  einfache  und  klare  Weise  die  Gegenwart 
von  Monaden  und  Infusorien  in  Wasserproben  nachzuweisen. 


Ueber  die  Natur  der  Faden  der  Papilionaceen- 

knöllchen. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  X\'.  Band,  1894.  S.  728 — 732. 

Vor  einigen  Jahren  habe  ich  mich  vieltach  mit  der  Kultur  der  Papilionaceen- 
bakterien  in  Nahrlösungen  bemüht.  Es  hatte  sich  dabei  herausgestellt,  dass  ver- 
dünnte  Extrakte  von  Papilionaceenblattern  und  Stengein  unter  Zusatz  von  i  bis 
3  Proz.  Rohrzucker  sich  dafür  am  besten  eigneten  und  die  sehr  merkwürdigen  mor- 
phologischen  Verhaltnisse  der  Wurzelbakterien  schön  zur  Entwicklung  brachten^). 
Als  ich  spater  mehrere  solche  Kuituren  mit  Alkohol  fallte  und  von  der  sich  dabei 
ziemlich  gut  ausscheidenden  Bakterienmasse  den  Stickstoff  nach  K  j  e  1  d  a  h  1  be- 
stimmte,  ergaben  sich  so  ausserordentlich  verschiedene  Zahlen,  dass  es  klar  wurde, 
es  müsste  der  Bakterienkörper  in  manchen  Pallen,  neben  Eiweiss,  noch  einen  stick- 
stofffreien  Körper  in  betrachtlicher  Menge  enthalten  können.  Besonders  bei  den  Bak- 
terien  von  ^'  i  c  i  a  war  der  Stickstoffgehalt  gering,  wahrend  bei  L  u  p  i  n  u  s  und 
Cytisus  Kuituren  mit  höherem  Gehalte  gefimden  wurden -).  Ich  will  noch  be- 
merken, dass  ich  dabei  nur  Material  verwendete,  welches  reich  war  an  »Bakterien- 
sternen»,  weil  darin  ein  sehr  sicheres  Merkmal  für  die  Diagnose  der  Papilionaceen- 
bakterien  vorliegt,  was  bei  Kuituren,  welche,  wie  in  diesem  Falie,  einige  Monate 
dauern  und  im  Dunkeln  und  in  der  Kalte  aufbewahrt  werden,  so  dass  einige  Gefahr 
für  Infektion  entsteht.  alle  Beachtung  verdient. 

Xatürlich  lag  die  \'ermutung  nahe,  dass  die  stickstofFtreie  Substanz  Bakterien- 
schleim  sein  müsste.  Als  dieser  Gesichtspunkt  gewonnen  war,  überzeugte  ich  mich 
bald,  dass  die  Schleimbildung  in  den  Gelatinekulturen  ebenfalls  ausserordentlich  ver- 
schieden  war.  Wahrend  dieselbe  in  den  Bakterien  von  V  i  c  i  a  und  T  r  i  f  o  1  i  u  m 
eine  gewaltige  ist,  fehlt  sie  beinahe  oder  ganz  bei  Ornithopus,  Lupinus  und 
Phaseolus  und  nimmt  eine  Mittelstellung  ein  bei  Caragana  und  R  o  b  i  n  i  a  , 
obschon  sie  auch  hier  imter  Umstanden  bedeutend  werden  kann.  Es  ist  nun  auffallend, 
dass  sich  aus  dieser  Angabe  ein  ziemlich  genauer  Parallelismus  ergiebt  zwischen  der 
Ausbildung  der  »Schleimfaden«  in  den  Knöllchen  und  der  Bildung  des  Bakterien- 
schleimes  bei  den  aus  diesen  Knöllchen  gewonnenen  Bakterien.  Es  ist  namlich  bekannt, 
dass  die  Schleimfaden  nur  sehr  wenig  entwickelt  sind  oder  auch  ganz  fehlen  eben  in 


')  \'erslagen  en  Mededeelingen  der  Kon.  Akad.  v.  Wetenschappen  te  Amsterdam. 
3.  Reeks.  1801.  Deel  8.  p.  460. 

')  Von  den  Bakterien  von  Ornithopus  sativus  konnte  ich  bisher.  trotz  zah!- 
reicher  Versuche,  keine  guten  Kuituren  in  Nahrlösungen  erhalten,  wohl  aber  auf  ge- 
eigneter  Nahrgelatine. 

M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deei.  4 
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den  Knölkhen  von  Lupinus,  Phaseolus  iind  Ornithopus  und  ganz  be- 
sonders  entwickelt  sind  bei  V  i  c  i  a  und  T  r  i  f  o  1  i  u  m  und  in  mittlerer  Ausbildung; 
vorkommen  bei  R  o  b  i  n  i  a  und  C  a  r  a  g  a  n  a.  Dass  die  Coïncidenz  nicht  auf  Zufall 
beruhen  kann,  ist  deutlich. 

Zur  vollstandigen  Gewissheit  bezüglich  der  Natur  der  Faden  bin  ich  jedoch  erst 
gekommen  durch  dasAuffinden  eines  besonders  günstigenUntersuchungsobjektes.  Die- 
ses  ist  die  schon  im  Marz  blühende  Vicia  lathyroides  aus  dem  Dünensande. 
Es  ist  ein  kleines,  schon  in  der  Mitte  des  Sommers  absterbendes.  annuelles  Kraut. 

Als  ich  im  April  1893  und  1894  die  Knöllchen  dieser  Pflanze  untersuchte,  fand 
ich  nur  solche  mit  kleinen  Bakteroiden,  welche  grösstenteils  »erschöpft«  waren  und 
die  früher  von  mir  beschriebenen  »Blaschenbakteroiden«  enthielten  *).  Zwar  zeigten 
die  Knöllchen  keine  voUstandige,  allein  doch  eine  ziemlich  geförderte  Bakterienüber- 
wucherung ''),  und  es  war  leicht,  darin  viele  nicht  in  Bakteroiden  verwandelte  Bak- 
terien,  wenn  auch  ohne  Bewegung,  aufzufinden.  In  diesen  Knöllchen  sind  die  Schleim- 
fiiden  zahlreich  und  treten  beim  Praparieren  oft  aus  den  Zeilen.  Oft  sind  sie  mehr 
oder  weniger  zusammengezogen  und  nicht  selten  zu  isolierten  Kugeln  zusammenge- 
ballt,  welche  ganz  frei  in  den  Zeilen  liegen.  Bei  einer  genauen  Untersuchung  der 
Fiiden  und  Kugeln  unter  Mithilfe  von  Farbstoffen  fand  ich  hier,  wie  das  auch  mit 
den  meisten  Praparaten  anderer  Papilionaceenknöllchen  gelingt,  stellenweise  einge- 
schlossene  Bakterien.    In  anderen  Fallen  sind  die  F.ïden  dagegen  ganz  bakterienfrei. 

Da  ich  durch  diese  Erfahrungen  die  Ueberzeugung  bekommen  hatte,  dass  die 
Bakterien  von  Vicia  lathyroides  in  dem  vorliegenden  Materiale  zu  einer  be- 
sonders stark  schleimerzeugenden  Form  gehören  müssten,  interessierte  es  mich,  die- 
selbe  in  Reinkultur  zu  bringen,  was  auch  gut  gelungen  ist. 

Auch  hier  ergab  sich,  dass  die  Bakterien,  wie  gewöhnlich  aus  mehr  oder  weniger 
in  Erschöpfung  begriffenen  Knöllchen,  ziemlich  rasch  auf  geeigneter  Nahrgelatine 
wachsen.  Der  beste  Kulturboden  ist,  ahnlich  wie  ich  früher  für  Vicia  F  a  b  a  und 
F  i  s  u  m  angegeben  habe,  ein  Dekokt  von  den  grünen  Teilen  von  Papilionaceen  mit 
2  Proz.  Rohrzucker  und  7 — 8  Proz.  Gelatine.  Es  ist  empfehlenswert,  die  Gelatine 
vor  dem  Gebrauche  mit  destilliertem  Wasser  zu  extrahieren,  um  die  löslichen  Stick- 
stnffverbindungen,  wie  Eiweiss  und  Peptone,  daraus  zu  entfernen,  weil  die  Knöll- 
chenbakterien  sehr  empfindlich  für  diese  Körper  sind  und  schon  bei  geringer  An- 
haufung  derselben  in  ihren  Nahrböden  nicht  mehr  wachsen.  Es  scheint  mir  nicht 
überflüssig,  dies  noch  besonders  zu  betonen,  denn  ich  glaube,  dass  die  Schwierig- 
keiten,  welche  gewissen  Autoren  bei  ihren  Kulturversuchen  begegneten,  daraus  her- 
vorgegangen  sind,  dass  die  Nahrböden  zu  stickstoffreich  waren.  Zwar  darf  der  ge- 
bundene  Stickstoff  im  Nahrböden  nicht  ganz  fehlen,  weil  bei  vollstandiger  Abwesen- 
heit  davon  überhaupt  kein  Wachstum  stattfindet,  doch  muss  dieser  Gehalt  auf  ein  sehr 
geringes  Minimum  gehalten  werden.  Unsicheres  und  unregelmassiges  Wachstum  sind 
bezeiohnend  für  Stickstoffübermass. 


')  Rs  siebt  noch  immer  Autoren,  welche  diese  »Blaschen«  für  «Sporen»  halten  und 
glaubert,  daB  die  Bakterien  der  Papilionaceen  »Daucrorgane«  erzeugen,  was  nicht  zutrifft. 
Die  Natur  der  »Blaschen«  ist  noch  nicht  aufgeklart. 

°)   Für  diesen  Ausdruck  siehe   Bot.  Zcit.  1888.  p.  727. 

')  Da  die  Gelatine  durch  die  Wurzelbakterien  nicht  vcrflüssiBt  wird,  ist  der  Stick- 
stoff dieser  Gelatine  an  sich   für  die   Bakterien  sozusagcn  nicht  gegenwartig. 
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Als  ich  Luzernedekokt  mit  2  Proz.  Rohrzucker  umi  7  Proz.  Gelatine  verwen- 
dete,  wurden  bei  den  \'ersuchen  mit  V  i  c  i  a  1  a  t  h  y  r  o  i  d  e  s  in  Inipfstrichen  am 
vierten  oder  am  fünften  Tage  die  kleinen  durchsichtigen  Bakterienkolnieen  sichtbar. 
Für  die  Striche  konnte  ich  im  Anfang  April  alle  reinen  Teile  des  Bakteriengewebes 
der  Knöllchen  verwenden.  Dieses  hangt  mit  der  teilweisen  Bakterienerschöpfung  zii- 
sammen,  wobei  überall  wachstumsfahige  Bakterien  vorkommen  ').  Meine  Hoffnung, 
dass  ich  hier  eine  sehr  schleimige  Bakterie  finden  sollte.  wurde  nicht  get.ïuscht.  Die 
Kolonieen  waren  zwar  ausserlich  ganz  gewöhnlich,  ergaben  sich  aber  als  derart  zah 
und  schleimig,  dass  es  schwierig  war,  dieselben  von  der  Gelatine  zu  heben,  wobei  sie 
nur  als  lange  Faden  zu  entfernen  waren.  Eine  so  starke  Schleimbildung  hatte  ich  bei 
keiner  anderen  Papilionaceenbakterie  beobachtet.  Bei  der  Fortsetzung  der  Reihenkul- 
turen  ist  die  Schleimbildung  spater  zwar  auf  die  für  dieV  i  c  i  a  bakterien  gewöhnliche 
Norm   zurückgegangen,   das   ist   aber    für   die   vorliegende   Untersuchung   gleichgiltig. 

Schon  das  erste  Prliparat  der  Kolonieen,  welches  ich  unter  das  Mikroskop  brachte, 
überzeugte  mich,  dass  die  »Schleimfaden«  der  KnöllLben  hier  wiedergefunden  wur- 
den, es  war  kein  Zweifel  möglich,  dass  der  ziihe  Bakterienschleim  mit  jenen  Fiiden 
identisch  sein  miisste.  Je  genauer  der  Schleim  untersucht  wurde,  je  sicherer  wurde 
die  Ueberzeugung.  Durch  richtiges  Schieben  und  Drücken  des  Deckglases  Hessen 
sich  alle  möglichen  Gestalten  der  Faden,  welche  ich  in  den  Knöllchen  gesehen  hatte, 
künstlich  aus  den  Schleimkolonieen  meiner  Bakterien  herstellen.  Faden  und  isolierte 
Ballen  und  Kugeln,  entweder  völlig  durchsichtig  oder  durch  noch  hier  und  dort  einge- 
schlossene  Bakterien  punktiert  oder  getrübt,  konnten  ebenso  leicht  erhalten  werden, 
wie  bakterienfreie  schleimige  Hautchen.  Hierdurch  wurde  der  Beweis  gebracht,  dass 
die  Bakterienkörper  leicht  aus  ihrer  schleimigen  Hautschicht  herausbefördert  werden 
können.  Das  Wort  »Hautschicht«  ist  hier  sicher  erlaubt,  denn  dass  der  Schleim  der 
Schleimbakterien  überhaupt  nur  als  stark  gequoUene  Zellwand  aufzufassen  ist,  ist 
schon  langst  bekannt.  Mit  Chlorzinkjod  farben  sich  die  Schleimbildungen  blau,  und 
dieses  nicht,  wie  ich  früher  glaubte.  nur  oberflachlich,  sondern  durch  die  ganze  Dicke, 
natürlich  nur  mit  Ausnahme  der  noch  eingeschlossenen  Bakterien,  welche  gelbbraun 
werden.  Die  Faden  der  Knöllchen  verhalten  sich  ebenso,  auch  hier  kann  man  sich 
überzeugen,  dass  auch  das  Innere  aus  Cellulose  besteht.  Wenn  es  schwierig  ist,  die 
Faden  der  Knöllchen  über  ihre  ganze  Lange  blau  zu  farben,  so  begegnet  man  einer 
ahnlichen  Schwierigkeit  beim  Schleime  der  Bakterienkolonieen,  worin  auch  gewisse 
Bakterien  sich  der  Farbung  durch  Chlorzinkjod  hartnackig  entziehen.  Auch  Anilin- 
farbstoffe,  wovon  ich  besonders  Gentianaviolett  und  Methylenblau  verwendete,  ver- 
halten sich  gegenüber  Bakterienschleim  und  Schleimfaden  identisch. 

Meine  früher  ausgesprochene  Meinung,  die  Faden  bestanden  aus  Chromatinsub- 
stanz  und  Protoplasma,  gründete  ich  auf  das  ziemlich  starke  Farbungsvermögen, 
welches,  verglichen  mit  dem  relativ  schwachen  Farbungsvermögen  der  Papiliona- 
ceenbakterien,  auffallend  ist.  Damals  war  es  mir  jedoch  nicht  bekannt,  dass  Bak- 
terienschleim im  allgemeinen  sich  oft  stark  durch  jene  Reaktive  farbt,  wahrend  die 
protoplasmatischen    Bakterienleiber  mancher   Schleimbakterien   sich   der   Farbung   oft 


')  In  Knöllchen  ohne  Bakterienerschöpfung  ist  man  für  Baktcrienkultur  auf  sehr 
junge  Knöllchen  oder  auf  junge  Vegetationspunkte  angewiesen  und  selbst  damit  ge- 
lingen nicht  alle  Versuche. 
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mehr  oder  weniger  entziehen,  uiid  ich  glaube,  dass  eben  aucli  die  EinhüUung  der 
Papilionaceenbakterien  durch  ihre  dicke  Schleimhülle  ihr  schwaches  Farbungsver- 
mögen  wenigstens  teilweise  bewirkt.  Denn  wenigstens  einzelne  anscheinend  hüllenlose 
V  i  c  i  a  bakterien  sah  ich  intensiv  Gentianaviolett  und  Methylenblau  aufspeichern, 
unter  der  merkwiirdigen,  damit  so  oft  verbundenen  starken  Anschwellung  des  Bak- 
terienkörpers.  Doch  scheint  es  mir,  dass  diese  Erklarung  nicht  ausreicht,  die  geringe 
Affinitat  der  Papilionaceenbakterien  und  der  Bakteroiden  in  solchen  Fallen,  wie  bei 
Lupinus  und  Ornithopus,  wo  die  SchleimhüUen  jedenfalls  sehr  dünn  sind,  zu  erklaren. 
Für  den  vorliegenden  Zweck  brauehe  ich  auf  die  ferneren  Eigenschaften  der 
Wurzelbakterien  von  Vicia  lathyroides  nicht  einzugehen.  Fasse  ich  das  Vor- 
hergehende  zusammen,  so  ergiebt  sich: 

1.  Die  Faden  der  Papilionaceenknöllchen  bestehen  aus  Bakterienschleim. 

2.  Dieser  Schleim,  vvelcher  die  Zellwande  der  betreffenden  Bakterien  reprasen- 
tiert,  hat  bei  der  Fadenbildung  die  zugehörigen  Bakterienkörper  entweder  vollstandig 
ausgestossen  oder  schliesst  noch  manche  davon  ein. 

Es  ist  bemerkenswert,  dass  die  in  den  Schleimfaden  noch  liegenden  Bakterien 
keine  Bakteroidengestalt  annehmen,  vielleicht  bleiben  dieselben  auch  besonders  lange 
keimfahig,  indem  die  Schleimhülle  eine  mehr  oder  weniger  undurchdringliche  Decke 
bildet,  welche  die  Bakterienkörper  schützt  gegen  den  seitens  des  Zellprotoplasmas 
geübten  metamorphosierenden  Einfluss,  welcher  zur  Entstehung  der  Bakteroiden  aus 
den  Bakterien  Veranlassung  giebt.  Da  ich  es  als  wichtig  betrachte,  dies  naher  festzu- 
stellen,  hoffe  ich,  darauf  zurückkommen  zu  können. 

Ich  habe  friiher  die  Schleimfiiden  der  Papilionaceenknöllchen  für  L'eberbleibsel 
der  Kerntonnen  erkljirt,  ohne  über  deren  eigentliche  Herkunft  eine  Ansicht  auszu- 
sprechen.  Ob  dieselben  zuni  Protoplasma  der  Zeilen  gehören  oder  daran  fremdartig 
sein  soUten,  darüber  war  ich  ganz  unsicher.  Indem  ich  nun  ihre  Natur  als  Bakterien- 
schleim festgestellt  habe,  muss  ich  doch  noch  ihre  Beziehung  zu  den  Kerntonnen  aufs 
neue  hervorheben.  Es  ist  namlich  sicher,  dass  der  Schleim  beim  Prozesse  der  Zell- 
teilung  passiv  der  Teilung  mit  unterliegt,  so  dass  eine  Schleimpartie,  welche  anfangs 
in  einer  Zelle  lag,  spater  in  zwei  oder  mehreren,  durch  Teilung  auseinander  hervor- 
gegangenen  Zeilen  gefunden  wird.  Ob  hierbei  Bakterienwachstum,  das  heisst  Ver- 
mehrung  dieses  Schleims  stattfindet,  ist  zuniichst  gleichgiltig-,  obschon  das  wohl  im 
allgemeinen  zutreffen  dürfte.  Es  scheint  mir  nun,  dass  die  mechanische  Beeinflussung 
des  Protoplasmas  seitens  des  sich  teilenden  Zellkerns  sich  auch  über  den  Bakterien- 
schleim erstrecken  muss  und  dass  diese  sich  ebenso  gut  am  Aufbau  der  Kerntonnen 
mit  beteiligen  kann,  wie  das  Protoplasma.  Es  ist  jedenfalls  bemerkenswert,  dass  die 
Schleimfaden  so  ausserordentlich  oft  auf  die  Zellkerne  gerichtet  sind,  so  dass  sie  die 
Kerne  angrenzender  Zeilen  sozusagen  verbimlen,  wobei  sie  vielfach  genau  senkrecht 
von  den  Zellwanden  geschnitten  werden,  und  dieses  scheint  mir  darauf  hinzudeuten, 
dass,  wenigstens  in  solchen  Fallen,  die  Schleimmasse  wahrend  der  Zellteilung  in  den 
Kerntonnen  selbst  vorkam.  Ein  weiteres  Studium  des  Schleimes  in  Bezug  auf  das 
Verhalten  desselben  bei  der  Zellteilung  ware  vielleicht  interessant. 

Dass  der  Schleim  in  Wurzelhaaren  oft  solche  besonders  lange  Faden  bildet, 
hangt  in  ahnlicher  Wcise  mit  dem  Wachstume  dieser  Haare  zusammen.  Da  dieses 
Wachstum  bsonders  stark  in  die  Langsrichtung  stattfindet,  muss  auch  ein  ursprüng- 
lich  etwa  rundlicher  in  der  jugendlichen  Haaranlage  gebildeter  Schleimklumpen  spater 
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sich  als  lang  gereckter  Faden  vorthun.  lm  allgemeinen  mussen  auf  Grund  der  Theorie 
die  Faden  passiv  durch  das  Langswachstum  gedehnt  werden,  und  die  Erfahrung  lehrt, 
dass  ihre  Richtung  in  den  Knollchen  mit  dieser  Voraussetzung  in  Uebereinstimmung 
steht.  Wird  der  Schleim  beim  Wachstume  der  Zeilen  nicht  durch  einen  Haftpunkt 
zurückgehalten,  so  muss  er  sich  zu  kugeligen  Gebilden  zusammenziehen.  Dieses 
findet  z.  B.  statt  in  vielen  Knollchen  von  Robin  ia  Pseudacacia  und  bisweilen 
bei  Lotus  corniculata,  wobei  dann  meistens  die  Bakterien  fwelche  sich  bei 
diesen  Pflanzen  kaum  von  den  Bakteroiden  unterscheiden)  in  den  Schleimballen  ein- 
geschlosen  verbleiben. 

Ich  will  diese  Mitteilung  nicht  schliessen,  ohne  zu  bemerken,  dass  Alfred 
K  o  c  h  die  wahre  Natur  der  Schleimfaden  der  Knollchen  zwar  nicht  ausgesprochen, 
jedoch  in  klaren  Worten  die  Möglichkeit  angedeutet  hat,  dieselben  könnten  vielleicht 
aus  Bakterienschleim  bestehen  '). 


')   Zur   Kenntnis    der    Faden    in    den  Wurzelknöllcben    der    Leguminosen.    (Botan. 
Zeitung.   1890.  p.  614.) 


Schizosaccharomyces  octosporus,  eine  acht- 
sporige  Alkoholhefe. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  XVI.  Band,  1894,  S.  49 — 58. 

Die  Auffindung  einer  Maltosehefe,  welche  grosse  Ascen  niit  konstant  8  Sporen 
erzeugt  und  über  ihre  Natur  als  Ascomycet  durchaus  keinen  Zweifel  übrig 
lasst,  ist  botanisch  interessant,  weil  dadurch  die  von  de  B  a  r  y  und  R  e  e  s  s  ausge- 
sprochene  Ansicht  über  die  wahrscheinliche  systematische  Stellung  der  Saccharomy- 
ceten  gesichert  wird.  Für  die  Histologie  der  Pilzzelle  verspricht  die  Pflanze  als 
leicht  kultivierbares  Laboratoriumsobjekt  und  wegen  der  ausserordentlichen  Durch- 
sichtigkeit  des  Inhaltes  einige  neue  Aufschlüsse.  Auf  dem  Gebiete  der  Garungs- 
physiologie  ist  die  Stellung  der  neuen  Hefe  insoweit  einzig,  weil  noch  kein  Beispiel 
da  war  von  einer  sich  nur  durch  Teilung  und  durch  Sporen  vermehrenden  Alkohol- 
hefe, deren  Kuituren  auf  Gelatine  und  in  Würze  sich  schliesslich  ganzlich  in  wasser- 
klare  achtsporige  Ascen  von  12  bei  20    u  verandern. 

Die  neue  Hefe  gehort  zu  der  vor  kurzem  von  L  i  n  d  n  e  r  aufgestellten  Gattung 
Schizosaccharomyces^).  Lindner's  Art  wurde  aus  H  i  r  s  e  b  i  e  r  iso- 
liert,  welches  im  Jahre  1890  durch  Major  W  i  s  s  m  a  n  n  aus  Ostafrika  importiert 
war,  jedoch  fand  die  Isolierung  erst  im  Jahre  1893  durch  einen  Herrn  Z  e  i  d  1  e  r 
statt,  also  aus  einem  lange  aufbewahrten  Muster,  worin  die  meisten  übrigen  Arten 
abgestorben  waren.  Die  Art  erzeugt  nur  wenig  Ascosporen  und  ist  dann  meistens 
viersporig.  Sie  ist  nach  L  i  n  d  n  e  r  's  guter  Figur  von  der  meinigen  wesentlich  ver- 
schieden. 

r.    Natürliche   Fundorte  der    Maltosehefen. 

Schizosaccharomyces  octosporus  wurde  von  Korinthen  von  Zante 
isoliert,  und  zwar  von  schlechten  Mustern,  welche  lange  aufbewahrt  waren  und  wo- 
rauf  die  ursprünglich  vorhandene  Weinhefe  jedenfalls  grösstenteils  abgestorben  war. 
Ich  habe  alle  Ursache,  zu  glauben,  dass  Schizosaccharomyces  octospo- 
rus auf  Korinthen  allgemein  vorkoninit  und  nur  deshalb  bisher  übersehen  wurde, 
weil  das  Wachstum  davon  langsamer  ist,  wie  bei  den  übrigen  auf  Korinthen  vorkom- 


')  Schizosaccharomyces  Pombe,  ein  neuer  Garungserreger.  (Wochenschr.  f. 
Brauerei,  Jahrg.  X.  1893.  p.  1298.)  Das  Wort  »Pombe«  ist,  wenn  ich  L.indner  wohl  ver- 
stehe,  der  ostafrikanische  Name  für  Ilirsebier.  Als  dieser  Aufsatz  schon  an  die  Redak- 
tion  eingesandt  war,  erhielt  ich  durch  die  Güte  des  Herrn  Dr.  C.  Eykman,  Direktor 
des  Laboratoriums  für  Bakteriologie  und  Pathologie  zu  Batavia  auf  Java,  unter  dem 
Namen  «Arakhefec  eine  Schizosaccharomyces  kultur,  worauf  Lindner's  Beschrei- 
bung  vollstandigpasst.  Herr  Eykman  schreibt  mir,  dass  er  darüber  bald  berichten  wird. 
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menden  Hefen,  so  dass  leicht  eiii  Ueberwuchern  in  den  Kuituren  stattfinden  niuss. 
Ich  wurde  auf  die  Art  aufmerksam,  als  ich  bei  einem  Versuche  neben  derselben  imr 
Bakterien,  Chlamydomucor  racemosus  und  P  e  n  i  c  i  1  1  i  u  m  erhielt,  \vo- 
gegen  sie  konkurrenzfahig  war. 

Ehe  ich  weitergehe,  dürfte  ein  Wort  über  das  Vorkonimen  der  aktiveren  Alko- 
holhefen,  worunter  ich  in  erster  Linie  die  Maltosehefen  verstehe,  nicht  überfliissig  sein. 
Zunachst  will  ich  bemerken,  dass  Prof.  F.  L  u  d  w  i  g  auf  das  Vorkommen  von 
Alkoholhefen  im  Schleimflusse  der  Baume  aufmerksam  gemaeht  hat,  wobei  er  als  Ur- 
sache  andere  Pilzarten  erkannte  ').  Ich  wünsche  in  dieser  Beziehung  zu  bemerken, 
dass  ich  als  eine,  wenn  auch  nicht  die  nachste,  Ursache  des  Schleimflusses  der  Eiche 
die  Weidenraupe,  Cossus  ligniperda,  erkannte.  Der  Schleimfluss  kommt  bei 
vielen  Baumen  vor  und  die  kranken  Stellen  werden  vielfach  von  Wespen  und  anderen 
Insekten  besucht,  welche  dadurch  die  Hefen  verbreiten  können. 

Die  früher  gehegte  Vermutung,  dass  der  Blumennektar  und  der  Bienenhonig 
natürliche  Fundorte  der  Alkoholhefen  sind,  hat  sich  b-sher  nicht  bewahrt,  denn  aus 
vielen  (auch  von  mir  angestellten)  Versuchen  geht  hervor,  dass  Garungshefen  darin 
entweder  gar  nicht  vorkommen,  oder  nur  ganz  schwache  Glukosehefen,  welche  viel- 
leicht  nur  Sporidien  höherer  Pilze  sind.  Jedoch  ist  diese  sehr  ausgedehnte  Frage 
einer  weiteren  Untersuchung  bedürftig. 

In  Bezug  auf  den  Honigtau  der  Blattlause,  sowie  über  den  physiologischen  Ho- 
nigtau  der  Holzgewachse  liegen  überhaupt  keine  Untersuchungen  vor. 

Dagegen  sind  die  sussen  Früchte  durch  die  grossartigen  Experimente  der  G.ï- 
rimgsindustrie  in  dieser  Beziehung  besser  bekannt  geworden  -).  Sie  bilden  unzweifel- 
haft  natürliche  Vermehrungsorte  der  Alkoholhefen.  Zwar  ist  die  Annahme  berechtigt, 
dass  der  Boden  der  eigentliche  und  ursprüngliche  Wohnort  der  Hefen  ist,  jedoch 
vvird  darin  nur  selten  eine  reichliche  Vermehrung  stattfinden  und  diese  muss  wohl 
meistens  durch  Kontakt  mit  sussen  Früchten  vermittelt  werden.  Zu  Boden  gefallene 
Früchte  mussen  in  dieser  Beziehung  besonders  gunstige  Bedingungen  für  die  Ver- 
mehrung der  Alkoholhefe  abgeben.  Diese  letztere  Uberlegung  hat  mich  veranlasst, 
Versuche  auszuführen  mit  im  Laden  gekauften  K  o  r  i  n  t  h  e  n  und  R  o  s  i  n  e  n  o  h  n  e 
K  e  r  n  e,  welche  Früchte  in  ihrem  Heimatlande  zu  Boden  fallen  und  durch  Zusam- 
menfegen  geerntet  werden.  Ich  habe  mich  in  meiner  Erwartung  nicht  nur  nicht  be- 
trogen  gefunden,  sondern  dieselbe  wurde  durch  das  Auffinden  einer  Reihe  von  Arten, 
worunter  mehrere  interessante,  übertroffen.  Besonders  auffallend  wurde  das  Ver- 
halten durch  den  Kontrast  mit  den  Sultanarosinen,  von  welchen  ich  nur  relativ  selten 
W'einhefe  und  Saccharomyces  Mycoderma  var.  v  i  n  i,  immer  dagegen 
Schimmelarten  erhielt,  und  mit  frischen  Trauben  aus  Hollland,  wovon  neben  Schim- 
mel nur  Saccharomyces    apiculatuszu  kultivieren  war. 

Von  kernlosen  Rosinen  erhielt  ich  z.  B.  i.  Echte  Weinhefe  (S  a  c  c  h.  ellip- 
soïde u  s)  von  8  u  Liinge.  2.  Eine  gute  Maltosehefe  von  6'A  |a,  wovon  kurz  n  a  c  h 
der  Isolierung  alle  Zeilen  in  den  Kolonieen  auf  Würzegelatine  und  v  i  e  1  e 
wahrend  der  G.ïrung  in  flüssiger  Würze  Ascosporen  erzeugten.    Ich  nenne  diese  Art 


')    Berichte  der  deutschen  botanischen  Gesellschaft.  Bd.  IV.  i88fi.  p.  17. 
')   Die  verschiedenartigsten  Beerensafte  geraten  in  spontane  G.ïrung  durch,    aller- 
dings  langsam  garende,  Maltosehefen. 
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Saccharomyces  passularum.  3.  Eine  kaum  von  Bierhefe  zu  unterschei- 
dende  Form,  wahrscheinlich  zu  Saccharomyces  cerevisiae  gehörig.  Von 
zahlreichen  schwachen  Glukosehefen  ohne  besondere  Eigenschaften  soll  hier  nicht 
weiter  die  Rede  sein. 

Von  Korinthen  wurden  als  besonders  interessant  gewonnen:  i.  Eine  neue  Wein- 
hefe,  vvelche  durch  ihre  ausserordentliche  Schwere  nach  der  ersten  Isolierung  tech- 
nisch bemerkenswert  war  ^).  Die  Vergarung  von  Malzwürze  ist  rasch  und  voUstandig. 
Die  Grosse  betragt  7  fi.  2.  Eine  sporenerzeugende  Essigatherhefe  (Saccharo- 
myces acetaethylicus).  3.  Schizosaccharomyces  octosporus 
und  neben  dieser  noch  eine  Sechszahl  weniger  bemerkenswerter  Maltose-  und  Glukose- 
hefen. Dass  auf  kernlosen  Rosinen  und  Korinthen  die  M  u  c  o  r  hefe  niemals  fehlt, 
braucht  wohl  nicht  besonders  hervorgehoben  zu  werden.  Auch  kommt  bei  diesen  Ver- 
suchen  Aspergillus  niger  so  gut  wie  ausnahmslos  zur  Entwicklung. 

In  Bezug  auf  meine  Versuchsanstellung  wünsche  ich  noch  zu  bemerken,  dass 
dieses  die  denkbar  einfachste  ist:  In  mit  P  a  s  t  e  u  r'schem  Glashelm  abgeschlossenen 
Kölbchen  mit  sterilisierter  Gerstenmalzwürze,  von  10  Saccharometergraden,  werden 
5 — 10  Rosinen  oder  Korinthen  geworfen  und  dann  tagelang  bei  28 "  C  im  Thermo- 
staten aufbewahrt.  Da  es  sich  hierbei  meistens  um  das  Auskeimen  scharf  getrock- 
neter  Ascosporen  handelt,  muss  man  dem  Versuche  Zeit  lassen.  Durch  die  Extrak- 
tion  des  Zuckers  aus  den  Korinthen  findet  eine  nicht  unbetrachtliche  Steigerung  des 
Saccharometergrades  statt.  Es  können  dadurch  sowohl  Glukose-  wie  Maltosehefen  zu 
Garungserscheinungen  Veranlassung  geben. 

Es  kam  mir  nötig  vor,  diese  .«Vbschweifung  über  den  Fundort  neuer  Hefen  und  das 
zur  Auffindung  derselben  erfolgte  Kulturverfahren  vorauszuschicken.  Man  sieht, 
dass  es  nicht  reiner  Zufall  war,  dass  mir  die  neue  Form  in  die  Hande  kam,  sondern 
eine  t'"berlegung  über  den  natiirlichen  \'ermehrungsort  der  Alkoholhefen  war  dazu 
Ilauptveranlassung.  Allerdings  wurde  mir  insoweit  durch  das  Glück  geholfen,  dass 
sich  in  einer  Versuchsprobe  keine  andern  Hefen  wie  die  achtsporige  befanden,  so  dass 
ich  sofort  gewissermassen  eine  Reinkultur  bekam  und  nur  von  Bakterien  und  Faden- 
pilzen  zu  reinigen  hatte,  was  selbst  ohne  die  Gelatinemethode  leicht  ausführbar  ist. 
Wenn  einmal  die  Eigenschaften  gut  bekannt  sind,  zweifle  ich  nicht  daran,  dass  das 
Herausfinden  einzelner  Kolonieen  von  Schizosaccharomvces  aus  einem  Ge- 


')  Die  Eigenschaft  des  schnellen  Absetzens  hat  sich  bei  \''ersuchen  im  Grossen, 
wobei  diese  IJefe  als  Lufthefe  kultiviert  wurde,  noch  gesteigert.  Dagegen  ist  das  grosse 
spezifische  Gewicht  in  den  Gelatinekulturen  sehr  bald  zurückgegangen.  Ich  kann  es 
nicht  unterlassen,  hier  zu  bemerken,  dass  frisch  aus  der  Natur  isolierte  Hefen  sich  oft 
auf  eigentümliche  Weise  verhalten.  So  z.  B.  auch  in  Bezug  auf  das  Vermogen  der 
Ascosporenbildung,  das  anfangs  z.  B.  bei  Saccharomyces  passularum  in  100  Proz. 
der  Zeilen  stattfindet,  um  in  alten  Kuituren  auf  50  a  25  Proz.  zurückzulaufen.  Alte 
Laboratoriumskulturen  mussen  immer  mit  Vorsicht  beurteilt  werden.  So  wird  auf  Grund 
der  Untersuchung  solcher  Praparate  überall  wiederholt,  dass  Saccharomyces  apicu- 
latus  keine  .Ascosporen  er  zeug  t.  Nichtsdestovveniger  ist  diese  .\ngabe  unrichtig.  Wünscht 
man  sich  von  der  Eigenschaft  der  Sporenbildung  zu  überzeugen,  so  braucht  man  diese 
Hefe  nur  frei  aus  der  Luft  oder  aus  trockenem  Staube  von  Früchten  zu  isolieren,  man 
wird  dann,  allerdings  selten.  Kuituren  antrefïen,  worin  einzelne  Zeilen  zu  Ascen  mit 
4 — 6  Ascosporen  angeschwollen  sind.  Umgekehrt  ist  es  auch  sehr  leicht,  von  echter  Wein- 
hefe  asporogene  Varietaten,  einfach  durch  Kolonieen-.'\uswahl,  zu  gewinnen. 
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mische  anderer  Hefen  auf  Gelatineplatten  gelingen  wird.  Das  relativ  langsame 
Wachstum  und  die  auffallende  Ahnlichkeit  der  Kolonieen  mit  denjenigen  von 
Saccharomyces  cerevisiae  werden  dabei  dem  geiibten  Auge  zu  Hilfe  kom- 
men. Denjenigen,  welche  sich  für  Wiederholung  des  Versuches  interessieren,  rate 
ich,  schlechte,  d.  h.  mit  viel  Boden  vermischte  Korinthen  zu  verwenden,  welche  lange 
aufbewahrt  und  scharf  getrocknet  sind. 

2.    Morphologie  von   Schizosaccharomyces  octosporus. 

Unsere  Hefe  kann  in  drei  Hauptformen  angetroft'en  werden,  welche  jedoch  keines- 
wegs  scharf  getrennt,  sondern  durch  allerlei  Übergangsstadien  verbunden  sind.  Die 
Hauptformen  werden  am  besten  erkannt  in  jugendlichen  Kolonieen  auf  Würzegelatine, 
in  Garungen  und  in  ausgewachsenen  Gelatinekulturen. 

Zunachst  sei  bemerkt,  dass  eine  sauer  reagierende  Würzegelatine  ein  guter 
Nahrboden  für  Octosporus  ist.  Auf  diesem  Boden  wird  das  Wachstum  noch 
sehr  bedeutend  gesteigert  durch  Zusatz  von  3 — 5  Proz.  Glukose  oder  Laevulose. 
Dicke  Gelatineplatten  in  Glasdosen  mit  oberfliichlich  liegenden  Kolonieen  sind  für 
das  Mikroskopieren  besonders  geeignet. 

Untersucht  man  die  ganz  jungen  Kolonieen,  so  findet  man  ausschliesslich  nur 
das  in  Fig.  i,  Taf.  II  gezeichnete  Bild.  Darin  kommen  in  Zweiteilung  begriffene 
Zeilen  von  symmetrischer  Gestalt  und  einzelne,  aus  den  paarigen  hervorgegangene 
vor,  welche  etwas  unsymmetrisch  und  entweder  ganz  frei  sind  oder  noch  am  dickeren 
Ende  seitlich  zwei  zu  zwei  durch  eine  feine  \'erbindung  zusammenhangen.  Die  Ur- 
sache  dieser  sonderbaren  Paarbildung  besteht  darin,  dass  die  in  Zweiteilung  begrifïe- 
nen  Zeilen  zur  Zeit,  wo  sie  ausgewachsen  sind,  anstatt  direkt  auseinander  zu  fallen, 
um  einen  Punkt  der  Trennungsw-and  sich  wie  um  ein  Scharnier  drehen,  bis  die  zwei 
Teilzellen  sich  parallel  gestellt  haben.  Schliesslich  wird  die  Trennung  vollkommen, 
die  Gestalt  wird  symmetrisch  und  eine  neue,  in  der  Mitte  auftretende  Zelhvand  giebt 
zur  Entstehung  eines  neuen  Zellpaares  Veranlassung. 

Die  unsymmetrische  Gestalt  der  sehr  jungen  Zeilen  besteht  darin,  dass  das  eine 
Ende  derselben,  und  zwar  das  Ende,  welches  der  Teilwand  entspricht,  dicker  ist  wie 
das  andere.  Untersucht  man  die  Wand  des  dicken  Endes  genau,  so  kann  man  in 
vielen  Fallen  daran  eine  deutliche  Kappenbildung  (Fig.  i  oben  rechts)  sehen.  L  i  n  d- 
n  e  r  hat  diese  Erscheinung  bei  seiner  Schizosaccharomyces  Pombe 
ebenfalls  gesehen  und  erklart  dieselbe  als  die  nach  aussen  sich  vorwölbende  ursprüng- 
liche  Teilwand,  welche  durch  irgend  eine  mit  ihrem  Ursprunge  zusammenhangende 
Ursache  weicher  ist  und  schneller  wachst.  wie  die  altere  ursprüngliche  Aussenwand 
des  dünneren  Teiles  der  Zelle.  Dass  diese  Erklarung  zutrifft,  ist  nicht  zu  bezweifeln. 
Besonders  die  grossen  Ascen  (Fig.  5)  eignen  sich  zur  Aufklarung  der  Kappen- 
bildung. 

Wahrend  die  jungen  Kolonieen  ein  sehr  gleichmassiges  Bild  abgeben,  trifft 
dieses  nicht  niehr  zu  beim  fortschreitenden  Wachstume.  denn  dabei  verandern  sich  die 
Zeilen  mehr  und  mehr  in  .^scen,  so  dass  es  schliesslich  schwierig  ist,  überhaupt  noch 
vegetative  Zeilen  zu  finden. 

Die  Ascen  messen  gewohnlich  12  bei  20  |.i.  Die  Vergrösserung  der  Zeilen  ist 
deshalb  bei  der  Fruktifikation  sehr  betrachtlich,  da  die  ursprünglichen  Teilzellen  der 
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Zellpaare  5  a  6  bei  8  |a  messen  und  deshalb  einen  noch  kleineren  Inhalt  haben,  wie 
die  gewöhnlichen  Bierhefezellen  von  7  bei  8  u.  Bei  den  letzteren  fehlt  die  Anschwel- 
lung  bei  der  Ascenbildung  so  gut  wie  ganzlich.  Die  ansehnliche  Grosse  der  Ascen 
von  Schizosaccharomyces  octosporus  ist  ein  guter  Unterschied  von 
Schizos.  Pombe,  bei  welchem  nach  L  i  n  d  n  e  r's  Beschreibung  vegetative 
Zeilen  und  Ascen  ebenfalls  gleich  gross  sind. 

Wie  gesagt,  wird  die  Kappenbildung  bei  den  Ascen  oft  mit  überraschender  Deut- 
lithkeit  wahrgenommen  (Fig.  4  u.  5).  Oft,  obschon  nicht  immer,  kommt  dabei  an 
beiden  Polen  der  Zelle  eine  Kappe  vor.  Ich  führe  letzteres  darauf  zurück,  dass 
die  Ascen  nicht  in  den  allerjüngsten  Entwicklungsstadien  der  Kuituren,  welche 
uur  vorwiegend  aus  Dyaden  und  deren  Teiizellen  (Fig.  l)  bestehen,  sondern  sieh  in 
den  spateren  Stadiën  derselben  bilden,  zur  Zeit,  wo  darin  viele  dreizellige  und  selbst 
vierzellige  »Faden«  vorkommen.  Wenn  die  Teiizellen  solcher  Komplexe  frei  und  zu 
Ascen  werden,  mussen  die  mittleren  Zeilen  davon  zwei  Kappen  erzeugen,  da  sie  an 
den  beiden  Polen  durch  Querwande  begrenzt  waren.  Die  sich  an  den  Endzellen  ent- 
wickelnden  Ascen  werden  dagegen  nur  eine  Kappe  besitzen.  Bei  sehr  starker  \'er- 
grösserung  ergiebt  sich,  dass  die  scharfe  Linie,  durch  welche  die  Kappe  sich  vom 
Zellkörper  abhebt,  die  Grenze  andeutet  zwischen  dem  dickeren  Teile  der  ursprüng- 
üchenLangswand  und  dem  dunner  gebliebenen  der  ursprünglichenQuerwand(Fig.  5). 
Die  zweite  Hauptform  der  Octosporus  zeilen  wird  in  garenden  Würzen  an- 
getroffen.  Da  die  Liiftung  auf  die  Anschwellung  der  Zeilen  und  auf  die  Ascosporen- 
bildung  von  durchgreifendem  Einfluss  ist,  liess  sich  erwarten,  dass  auch  in  den  garen- 
den Flüssigkeiten  ein  grosser  Reichtum  von  Zellformen  vorkommen  könnte,  wenn 
Luft  frei  hineindringen  kann  oder  eingeblasen  wird.  Gleichmassig  dagegen  wird  das 
Bild  der  Zeilen  dann,  wenn  der  Luftzutritt  nur  ein  beschrankter  ist.  In  Fig.  2  sieht 
man  die  Darstellung  einer  als  »Unterhefe«  fungierenden  Kultur  in  einer  gewöhnlichen 
Malzwürze,  welche  mit  Milchsaure  schwach  angesauert  und  mit  3  Proz.  Glukose  ver- 
setzt  war,  um  die  Garthatigkeit  zu  erhöhen.  Da  in  diesem  Falie  die  Luft  nur  sehr 
langsam  zu  den  Zeilen  verdringen  kann,  weil  oberhalb  der  garenden  Flüssigkeit  eine 
Kohlensaureschicht  liegt,  kann  eine  solche  Giirung  als  eine  anaërobe  Kultur  unseres 
Fermentes  betrachtet  werden. 

In  Fig.  3  sieht  man  die  Darstellung  einer  ahnlichen  Giirung,  worin  jedoch  die 
Glukose  durch  Laevulose  ersetzt  war  und  wozu  soviel  Apfels.ïure  hinzugesetzt  wurde 
(10  cm'  Normallauge  notwendig  für  Neutralisation  von  100  cm'  angesauerter  Wiirze), 
dass  dadurch  die  Garung  erhebiich  verlangsamt  und  das  für  jede  Zelle  erreichbare 
I-uftquantum  also  vergrössert  wurde.  Die  in  Fig.  3  dargestellten  Gestalten  kann  man 
deshalb  als  die  aërobe  Garform  des  Fermentes  bezeichnen.  Wie  man  sieht,  besteht 
die  anaërobe  Garform  vorwiegend  aus  liinglichrunden,  seltener  ganz  kugeligen  Zeilen, 
welche  auf  die  gewöhnliche  Weise  durch  Teilung  entstehen,  durch  Scharnierbewe- 
gung  eigentümliche,  ziemlich  lange,  zusammenhiingende  Dyaden  erzeugen,  worin  nicht 
selten  schon  vor  dem  Freiwerden  der  Zeilen  die  neuen  Teilwande  sichtbar  werden, 
wodurch  sehr  charakteri.stische  Tetraden  entstehen  (Fig.  2  unten).  Die  achtziihligen 
Zellfamiüen,  welche  sehr  oft  in  solchen  Kuituren  vorkommen,  können  sowohl  aus 
jenen  Tetraden  entstehen,  wenn  diese  vor  dem  Auseinanderfallen  noch  eine  Teilimg 
erfahren,  wie  auch  rlirekt  aus  den  achtsporigen  Ascen,  indem  die  Sporen,  bei  der  Aus- 
keimung,  lange  miteinander  verklebt  bleiben.    In  Fig.  2,  welche  sich  auf  eine  Garung 
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bezieht,  wobei  mit  Material,  welches  Ascosporen  entlüelt,  geimpft  war,  kommen  beide 
Falie  vor.  Es  ist  eine  allgemeine  Regel,  dass  die  Zeilen  unserer  Art  in  den  Giirungen 
ziemlich  lange  Zeit  zu  Familien  verbunden  bleiben,  welche  nicht  selten  aus  12,  ja 
20  Einzelzellen  bestehen.  Die  dadurch  entstandenen  kleinen  Flöckchen  sind  leicht  mit 
der  Lupe  zu  erkennen  ;  sie  sind  sehr  schwer  und  setzen  sich  schnell  ab,  so  dass  eine 
voUstandige  Trennung  der  garenden  Flüssigkeit  von  der  Hefe  auch  ohne  Filtrieren 
gelingt.  Ganz  lose  Zeilen  werden  in  den  Garungen  nur  relativ  selten  angetroffen.  Die 
Grosse  der  Garform  ist  etwas  verschieden,  je  nach  der  Ausgiebigkeit  der  Liiftung. 
Die  in  Fig.  2  gezeichneten  Zeilen  stimmen  mit  mittelgrossen  Bierhefezellen  überein, 
sie  messen  ca.  ~Y: — 8  ja.  In  Fig.  3,  wo  die  Liiftung  eine  reichlichere  war,  ist  die 
Grosse  betrachtlicher,  jedoch  auch  viel  ungleicher  für  verschiedene  Zeilen.  Die  Zeilen 
dieser  Figur  messen  etwa  7 — 9  ji  in  der  Dicke  und  werden  bis  18  |.i  lang.  Solche 
grosse  Zeilen  sind  immer  im  Begriff,  Ascosporen  zu  erzeugen,  wie  in  der  in  Fig.  3 
dargestellten  Garung  auch  zahlreiche  Ascen  vorkamen. 

Wenn  man  in  eine  mit  Octosporus  geimpfte  Würze  Luft  hineinblast,  so 
wird  das  Wachstum  sehr  gefördert  und  man  erntet  daraus  ein  Gemisch,  welches  der 
Hauptsache  nach  aus  Ascen  und  nur  zum  kleineren  Teil  aus  vegetativen  Zeilen  be- 
steht.  Fleischwasser  mit  Glukose  versetzt,  ist  eine  gute  Garflüssigkeit  für  Octo- 
sporus und  erzeugt  ahnliche  Zellformen,  wie  Laevulosewürze,  worunter  zahlreiche 
Ascen  vorkommen. 


3.  DieAscosporenbildung. 

Schi  zosaccharomyces  zeigt  in  vielen  Beziehungen  Verwandtschaft  zu 
der  Bierhefe  und  muss  ohne  Zweifel  zu  den  Saccharomyceten  gebracht  werden,  wenn 
auch  durch  die  Entdeckung  unserer  neuen  Gattung  die  alte  Diagnose  von  S  a  c  c  h  a  - 
r  o  m  y  c  e  s  nicht  langer  aufrecht  zu  erhalten  ist.  Die  Homologie  der  Ascosporen 
von  S  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s  mit  denjenigen  der  übrigen  Ascomyceten  ist  durch  das 
Verhalten  von  Schizosaccharomyces  aus  der  Dunkelheit,  welche  darüber 
in  der  letzten  Zeit  gevvorfen  wurde,  wieder  iiis  rechte  Licht  gestellt  und  daniit  ist  die 
Frage  nach  dem  Vorkommen  eines  Zellkernes  bei  Saccharomyces  in  ein  neues  Sta- 
dium getreten,  weil  der  Zellkern  bei  Schizosaccharomyces  zwar  schwierig 
zu  finden  ist,  jedoch  unzweifelhaft  vorkommt,  so  dass  der  gleiche  Schluss  für 
Saccharomyces  gezogen  werden  muss. 

Der  Zellkern  von  Octosporus  liegt  bei  den  jungen  Ascen  irgendwo  in  der 
Mitte  der  Zelle,  ganz  nahe  der  Zellwand  als  kleines  durchsichtiges  Körperchen  ohne 
sichtbare  Struktur  (Fig.  4).  An  dieser  Stelle  wird  die  Zelle  gewöhnlich  quer  durch- 
setzt  durch  eine  ziemlich  dicke  Protoplasmaplatte  (Fig.  3,  4,  5),  wodurch  der  Zell- 
raum  in  zwei  grosse  Vakuolen  geteilt  wird,  in  welchen  dann  noch  feinere  Protoplasma- 
bander  und  Arme  vorkommen  können.  Im  Protoplasma  liegen  auch  zugleich  kleine 
Vakuolen,  welche  nur  schwierig  von  Zellkernen  zu  unterscheiden  sind,  da  sie  sich 
ziemlich  stark  durch  Farbstofïe  farben,  wohl  infolge  der  Gegenwart  von  zahllosen 
kleinen,  oft  in  Molekularbewegung  verkehrenden  Teilchen.  Ferner  liegen  im  Proto- 
plasma Granula  von  sehr  verschiedener  Grosse  zerstreut. 

In  der  mit  Apfelsaure  und  Laevulose  versetzten,  früher  besprochenen  Würze  sah 
ich  in  den  meisten  Vegetationszellen  eine  scharf  abgegrenzte  seitliche  Anhaufung  des 
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Protoplasmas  (Fig.  3),  worin  in  manchen  Fallen  der  eingeschlossene  Zellkern  erkannt 
werden  koiinte. 

Der  Zellkern  ist  zweifellos  die  Grundlage,  wovon  die  Ascosporenbildung  ausgeht, 
acht  Kerne  sind  die  Vorlaufer  der  acht  Ascosporen.  Da  die  Kerne  aus  dem  ursprüng- 
lichen  Zellkerne  entstehen,  so  können  auch  Zeilen  mit  2  und  4  Kernen  angetroffen 
werden,  doch  finden  die  successiven  Teilungen  so  schnell  statt,  dass  es  nicht  leicht 
ist,  diese  Übergangsstadien  anzutreffen.  Die  jungen  Kerne  und  die  daraus  entstehen- 
den  Ascosporen  bleiben  gevvöhnlich  dicht  nebeneinander  in  einem  Haufen  vereinigt 
liegen,  können  aber  auch  durch  das  Protoplasma  an  die  verschiedensten  Stellen  der 
Zelle  geführt  werden. 

Die  reifen  Ascosporen  (Fig.  6)  sind  Kugeln  von  4'A  \i  Mittellinie.  Sie  besitzen 
einen  deutlichen  Kern  und  bei  starker  Vergrösserung  (Fig.  7)  ergibt  sich,  dass  das 
Protoplasma  rings  um  diesen  Kern  eine  strahlenförmige  Anordnung  besitzt. 

Die  Auskeimung  der  Ascosporen  ist  sehr  leicht  zu  beobachten,  da  dieselbe  bei 
reichlicher  Ernahrung  innerhalb  der  Ascen  stattfindet.  Dieselbe  besteht  einfach  in 
einer  Anschwellung  (Fig.  8)  und  wird,  wenn  die  normale  Zellgrösse  erreicht  ist, 
durch  die  Teilung  nachgefolgt.  Eine  Abstreifung  der  Sporenwand  findet  nicht  statt. 
Schon  wenn  die  erste  Teilung  stattfindet,  ist  die  Ascuswand  durch  den  inneren  Druck 
zerrissen  und  der  zusammenhangende  8-z;ihlige  Zellkomplex  wird  frei.  Erst  spjiter 
verlassen  die  Zeilen  einander. 

Wie  man  sieht,  ist  dieser  Vorgang  etwas  verschieden  von  dem,  was  man  bei 
Saccharomyces  findet,  wo  die  zunjichst  aus  den  Sporen  sich  entwickelnde  ge- 
krümmte  Zellgestalt  eine  charakteristische,  von  den  erwachsenen  Stadiën  abwei- 
thende  ist. 

Obschon  alle  Zeilen  sich  schliesslich  in  Ascen  verwandein,  glaube  ich  nicht,  dass 
der  Ascus  eine  notwendige  morphologische  Entwicklungsphase  ist.  Vielmehr  spricht 
alles  dafür,  dass  die  vegetative  \'ermehrung  ununterbrochen  stattfinden  kann,  w^enn 
dafür  nur  gunstige  Bedingungen  obwalten  und  dass  die  Ascosporen  nur  ein  Ver- 
breitungs-  und  Dauerorgan  darstellen,  welches  den  Zeilen  eine  besondere  Lebens- 
zjihigkeit  verleiht  und  gegen  Austrocknen  widerstandsfrihig  macht.  Es  ist  leicht,  durch 
Versuche  festzustellen,  dass  sie  wenigstens  in  letzterer  Beziehung  den  vegetativen 
Zeilen  weit  überlegen  sind. 

Nirgendwo  ist  es  klarer  wie  hier,  dass  der  Ascus  und  die  Ascosporen  ohne  einen 
Sexualakt  entstehen. 

4.   G  a  r  u  n  g  s  e  r  s  c  h  e  i  n  u  n  g  e  n    und    Ernahrung. 

Die  Turgurkraft  von  S  c  h.  o  c  t  o  s  p  o  r  u  s  ist  eine  sehr  geringe,  schon  der 
mechanische  Widerstand  einer  7-proz.  erstarrten  Gelatine  ist  für  das  Wachstum  ein 
so  erheblicher,  dass  die  auxanographische  Untersuchung,  welche  auf  das  Einschliessen 
der  Zeilen  in  Gelatine  beruht,  hier  nicht  durchführbar  ist.  Zur  Feststellung  der  Er- 
nahrungsbedingungen  muss  deshalb  der  etwas  umstandlichere  Weg  der  flüssigen  Kui- 
turen eingeschlagen  werden.  Dabei  Icrnt  man  zu  gleicher  Zeit  die  Garungserschei- 
nungen  kennen. 

Tn  Bezug  auf  die  assimilierbaren  Formen  des  Stickstoffes  ist  S  c  h.  octo- 
sporus  sehr  wahlerisch.    Mit  Ammonsalzen  und  Asparagin  konnte  unter  übrigens 
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den  besten  Bedingungen  nur  ein  kaum  merkbarcs  Wachstum  erreicht  werden.  Selbst 
Pepton  siccum,  welches  für  die  Bierhefe  eine  ausgezeichnete  Stickstoft'quelle  darstellt, 
erlaubt  nur  sehr  schwaches  Wachstum.  Nur  die  natürlichen  Stickstoffverbindungen, 
wie  sie  im  Malze  und  in  Rosinen  gefunden  werden,  sind  als  die  eigentlichen  Bezugs- 
quellen  des  Stickstoffs  aufzufassen.  Sind  diese  Körper  vorhanden,  dann  lasst  sich 
leicht  feststellen,  welches  die  iibrigen  Erniihrungsbedingungen  sind.  Wie  zu  erwarten, 
liegt  hier  das  dualistische  Schema  vor:  Nur  dann  findet  Vermehrung  statt,  wenn 
irgend  ein  Kohlehydrat  als  Kohlenstoffquelle  auftreten  kann.  Auch  in  Bezug  auf 
letztere  ist  unsere  Hefe  jedoch  in  ihrer  Wahl  sehr  beschriinkt,  nur  Glukose,  Laevu- 
lose  und  Maltose  verursachen  kraftiges  Wachstum,  Mannit  und  Glycerin  nur  ein  sehr 
schwaches,  Rohrzucker,  Erythrit,  Milchzucker,  Raffinnse,  Dulcit,  Quercit,  Arabinose 
und  Inosit  durchaus  keines.  In  Bezug  auf  den  Rohrzucker  hat  dieses  Resultat  mich 
überrascht.  Alle  bisher  bekannten  Hefen,  welche  kriiftig  Maltose  assimilieren,  kunnen 
auch  Rohrzucker  zu  ihrem  Wachstunie  verwenden.  Octosporus  ist  von  dieser 
Regel  die  erste  Ausnahme  und  wieder  ein  Beweis  für  die  sehr  speziellen  Beziehungen 
der  Hefen  zu  den  Zuckerarten. 

Was  nun  niehr  im  besonderen  die  Garung  betrifft,  so  ergibt  sich,  dass  aus  dem 
assimilierten  Zucker  immer  auch  nebenbei  Alkohol  entstehen  kann,  nur  für  Mannit, 
welcher  auch  auf  das  Wachstum  überhaupt  nur  schwach  wirkt,  konnte  das  nicht  fest- 
gestellt  werden.  Glukose,  Laevulose  und  Maltose  veranlassen  sogar  kraftige,  wenn 
auch  viel  langsamer  wie  bei  Bierhefe  verlaufende  Garungen.  Die  Beziehungen  zuni 
f  reien  Sauerstoff  sind  hier  ahnlich  wie  beim  Kahmpilze:  Nur  untergetauchte  Zeilen, 
welche  mit  Sauerstofï  getrankt  sind,  können  auch  im  sauerstofff reien  Raunie  Garung 
verursachen.  Dasselbe  \'^erhalten  trift't  zwar  ebenfalls  für  Bierhefe  zu,  jedoch  mit 
dem  Unterschiede,  dass  die  Bierhefezelle  viel  weniger  gespeicherten  Sauerstoff  für 
Garung  und  Wachstum  braucht,  wie  Kahmpilze  und  Octosporus.  Lebhafte  Ga- 
rungen, wie  man  soiche  am  besten  erhalt  in  mit  3 — 5  Proz.  Glukose  oder  Laevulose 
versetzter  und  angesauerter  Malzwürze,  besitzen  einen  sehr  eigentümlichen,  nicht 
eben  angenehmen  Geruch,  und  das  dabei  entstehende  Bier  ist  zwar  ebenfalls  charak- 
teristisch,  doch  für  meinen  Geschmack  entschieden  schlecht.  Geschmackssachen  sind 
jedoch  so  relativ,  dass  ich  nicht  behaupten  will,  Octosporus  sei  für  die  Bereitung 
eines  neuen  gegorenen  Getrankes  unbrauchbar.  Der  abdestillierte  Alkohol  ist  der  ge- 
wöhnliche  Athylalkohol ;  die  darin  vorkommenden  Verunreinigungen  sind  jedenfalls 
teilweise  charakteristisch. 

Als  Lufthefe  in  gewohnlicher  gekochter  Malzwürze  in  Reinkultur  kultiviert,  ist 
der  Ertrag  an  trocken  abgepresster  Presshefe  (mit  75  Proz.  Wassergehalt)  ca.  30 
Proz.  in  Bezug  auf  das  Gewicht  der  verwendeten  Gerste.  Für  einen  Laboratoriums- 
versuch  ist  das  eine  sehr  hohe  Ausbeute,  da  man  unter  gleichen  Bedingungen  von 
Bierhefe  höchstens  22  Proz.  in  Bezug  auf  das  Gewicht  des  verwendeten  Getreides 
ernten  kann.  Demgegenüber  ist  jedoch  die  Garzeit  bei  Octosporus,  auch  bei 
starker  Lüftung  (welche  das  Wachstum  ganz  überraschend  fördert"),  noch  12  Stunden 
liinger  wie  bei  Bier-  und  Weinhefe,  und  das  Saccharometer  kommt  in  einer  O  c  t  o  - 
s  p  o  r  u  s  garung  nur  schwierig  von  10"  auf  4"  Balling,  wahrend  es  bei  Bierhefe 
schnell  i"  a  2"  (in  der  gekochten  Würze  in  Reinkultur")  zurückgeht.  Natürlich  ist  der 
Alkoholgehalt  solcher  vergorener  Würze  gering  und  erreicht  höchstens  0,7  Proz.  in 
Bezug  auf  die  Garflüssigkeit. 
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Bringt  man  die  abgepresste  Hefe  in  Brotteig  und  vergleicht  nach  dem  üblichen 
Verfahren  die  Triebkraft  mit  derjenigen  von  gewöhnlicher  Presshefe  von  guter  Qua- 
litat,  so  findet  man,  wenn  die  Kohlensaureentwicklung  pro  Zeiteinheit  bei  letzterer 
auf   100  gestellt  wird,  für  frische   O  c  t  o  s  p  o  r  u  s  hefe  höchstens  6o. 

Delft,  14.  Mai  1894. 


Figuren  erkliirung. 

Alles  bezieht  sich  auf  Sc  hizo  s  acch  ar  omy  ces  octosporus. 
Vergrösserung  Fig.  i,  2,  3,  4,  6  und  8  tausendfach,  Fig.  5  und  7  zweitausendfach. 

Fig.  I  (1000).  Sehr  junge  Zeilen  aus  Kolonieen  auf  Würzegelatine.  Teilung,  Kappen- 
bildung,  »Scharnierbewegung«  und  Zellpaare. 

Fig.  2  (1000).  Kraftige  Garung  in  sauerer  Glukosewürze.  Unten  in  der  Figur  Dyaden, 
Tetraden  und  Oktaden. 

Fig.  3  (1000).  Garung  in  stark  sauerer  Laevulosewürze.    In  den  meisten  Zeilen  eine 
seitliche  Protoplasmaanhaufung,  worin  der  Zellkern. 

Fig.  4  (1000).  Ascen  in  verschiedenen  Stadiën  der  Ascosporenbildung.   Die  Kappen 
deutlich  sichtbar. 

Fig.  5  (2000).  Mit  Pikrinsaure  fixierter  junger  Ascus. 

Fig.  6  (1000)  und  7  (2000).  Ascosporen  in  Freiheit  gestellt. 

Fig.  8  (1000).  Kcimung  der  Ascosporen  durch  Anschwellung. 


M.  W.  BEIIERINCK. 


Sur  la  fermentation  et  Ie  ferment  butyliques. 

Archives  Néerlandaises    des  Sciences  Exactes    et    Naturelles,    Haarlem,   Toine  XXIX, 

1896,  p.  1—68.  —  Verscheen    onder    den    titel    »Uebcr  die  Butylalkoholgarung  und  das 

Butylferment«    in  Verhandelingen    Kon.   Akademie    van    Wetenschappen,    Amsterdam, 

Tweede  sectie.  Deel   I,  No.  10,   1803. 

Le  produit  principal  de  cette  fermentation  est  l'alcool  butylique  normal,  qui  bout 
a  1 17"  C  et  se  dissout  dans  12  parties  d'eau,  d'oü  Ton  peut  le  séparer  au  moven  de 
chlorure  de  calcium.  L'oxydation  le  convertit  en  acide  butyrique  normal.  Cet  alcool 
ne  prend  pas  seulement  naissance  dans  la  fermentation  qui  va  être  traitée  dans  les 
pages  suivantes  et  dont  je  propose  d'appeler  le  ferment  Granulobactcr  butyliciim.  11 
s'en  rencontre  encore  de  petites  quantités  dans  les  produits  d'autres  fermentations, 
surtout  dans  la  fermentation  butyrique  du  glucose,  du  saccharose,  de  la  glycerine  et 
de  la  mannite,  due  a  ce  que  j'appellerai  le  Gramdobacter  saccharobutyricum^).  Le 
méme  alcool  se  forme  encore  dans  la  fermentation  butyrique  causée  par  le  Bacitlus 
orthobutylicus,  décrite  par  M.  Grimbert").  On  trouve  répandu  dans  le  terreau 
des  jardins  une  bacterie  en  forme  de  streptococque,  qui  élabore  une  petite  quantité 
d'alcool  butylique  aux  dépens  d'extraits  concentrcs  renfermant  du  maltose.  J'ai  ren- 
contre de  plus  dans  une  culture  ensemencée  au  moyen  de  terre  du  Senegal,  apportée 
en  même  temps  que  des  noix  d'arachide,  outre  de  nombreuses  colonies  de  Bacillus 
megatheriiiiit,  uii  clostridium  qui  donna  passagèrement  dans  les  brassins  de  malt  une 
grande  quantité  d'alcool  butylique.  Je  crois  donc  qu'en  le  recherchant  attentivement, 
cet  alcool  se  montrerait  être  un  produit  très-répandu  de  la  vie  bactérienne.  Le  ferment 
que  je  décrirai  dans  la  suite  de  ce  travaii  n'a  pas  été  distingué  jusqu'ici  du  ferment 
butyrique,  auquel  il  est  en  effet  étroitement  allié.  Je  donnerai  plus  loin  une  diagnose 
de  ce  dernier  ferment,  et  je  compte  encore  y  revenir  ultérieurement,  a  propos  d'une 
étude  générale  des  fermentations  spontanées  dans  les  patés  de  farine  préparées  a  'a 
température  ordinaire,  quand  on  les  abandonne  a  elles-mêmes  dans  l'étuve  d'incubation. 


§1.     Introduction.    Création   du   genre   Granu  lob  acte  r. 

I'ai   découvert   en    1886  qu'il   y   a  certaines   variétés  de   farine  de   céréales  et  de 
malt  d'orge,  qui  trempées  au  moyen  d'eau  bouillante,  entrent  au  bout  d'un  séjour  de 


')  A.  Fitz.  Ueber  Bacillus  butylicus.  Ber.  d.  D.  chem.  Geselhch.,  Jahrg.  15,  pag.  867. 
1882.  Le  Bacillus  butylicus  Fitz  est  identique  a  mon  Granulobacter  saccharobutyricum. 
Feu  M.  Fitz  ne  connaissait  pas  mon  Gr.  butylicum,  ce  que  je  puis  affirmer  avcc  ccr- 
titude,  vu  que  les  nombreux  tubes  contenant  le  Bacillus  butylicus  Fitz,  et  préparés 
par  l'auteur  lui-même.  sont  passés  dans  mes  mains  a  sa  mort  en  1885. 

-)  L.  Grimbert.  Fermentation  anaérobic  produitc  par  Ic  Bacillus  orthobutylicus, 
Ann.  de  ilnst.  Pasteur.  T.  7,  p.  353.  '893-  Ce  bacille  ne  produit  pas  de  granulosc  et  ne 
se  colore  pas  en  bleu  par  l'iode. 
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24  heures  a  la  température  d'incubation  en  fermentation  butylique  pure,  avec  formation 
abondante  d'hydrogène  et  d'acide  carbonique.  D'autres  tchantillons  de  farine,  traites 
de  la  même  maniere,  donnent  outre  les  gaz  cités  et  une  très-petite  quantité  d'alcool 
butylique,  surtout  de  l'acide  butyrique'). 

L'opération  du  détrempage  a  pour  but  de  tuer  Ie  ferment  lactique,  de  chasser 
l'air  de  la  masse  et  de  transformer  la  fccule  en  empois.  Le  ferment  butylique,  Ie  fer- 
ment butyrique  et  les  bactéries  du  foin,  dans  le  sens  le  plus  étendu  de  cette  dernière 
dénomination,  survivent.  Les  spores  du  ferment  butylique  et  de  la  bacterie  butyrique 
en  eftet  resistent  pendant  quelques  secondes  a  une  cbuUition  prudente.  Comme  ces 
spores  donnent  naissance  a  des  bactéries  anaérobies  obligatoires,  Ie  développement  a 
lieu  d'abord  dans  la  profondeur  de  la  pate.  Les  bactéries  secrètent  en  eet  endroit  une 
grande  quantité  d'amylase-),  ce  qui  liquéfie  la  fccule  transformce  en  empois  et  la  fait 
passer  a  l'état  de  maltose''). 

On  sait  que  les  bactéries  du  foin  sent  très-résistantes  a  l'ébullition.  Il  se  forme 
donc  a  la  surface  libre  de  la  bouillie  de  farine  une  pellicule  de  bactéries  du  foin,  qui 
d'ailleurs  n'est  pas  nuisible  a  la  fermentation  butylique;  elle  empêche  en  eft'et  le  con- 
tact de  l'air  et  favorise  donc  bien  plutót  la  fermentation  qui  s'opère  en  dessous  d'elle. 

Je  me  suis  depuis  cette  année  1886  souvent  occupé  de  ces  remarquables  phéno- 
mènes,  et  j'ai  appris  a  avoir  si  bien  dans  la  main  les  facteurs  principaux  qui  déter- 
minent  l'expérience  que  peu  a  peu  le  nombre  d'espèces  de  farine  avec  lesquelles  elle 
a  réussi  s'est  considérablement  accru. 

C'est  ainsi  que  j'ai  obtenu  encore,  quoique  exceptionnellement,  de  bonnes  fermen- 
tations  avec  la  farine  de  seigle  de  froment,  d'cpeautre  et  d'orge.  La  quantité  d'alcool 
butylique  récoltée  est  extraordinairement  variable,  et  dépend  chaque  fois  des  espèces 
et  variétés  de  bactéries  en  jeu.  Le  plus  souvent  im  trouve  dans  de  la  farine  de  cette 
nature  une  si  grande  quantité  de  ferment  butyrique  qu'il  détruit  la  bacterie  butylique. 
Ce  qui  me  donne  a  beaucoup  prés  les  meilieurs  résultats,  ce  sont  des  espèces  d'orge 
d'été  nue  (Hordeum  distichum  nudum  et  H.  vulgare  himalayense),  cultivées  dans  un 
jardin  a  Delft  *)  et  sur  lesquelles  le  ferment  butyrique  semble  faire  entièrement  ou 
presque  entièrement  défaut.  Puis  vient  I'épeautre,  puis  le  seigle  et  finalement  le 
froment  et  l'orge  ordinaires,  sur  lesquels  le  ferment  butyrique  semble  être  plus  ou 


•)  Jamais  je  n'ai  pu  constater  dans  ces  deux  fermcntations,  en  dépit  de  très-nombreuses 
analyses  de  gaz,  la  présence  d'une  tracé  de  méthane  ou  de  quelque  autre  substance 
gazeuse  sauf  l'hydrogène  et  l'acide  carbonique.  Une  lessive  de  potasse  et  le  noir  de 
palladium  absorbent  complètement  les  gaz  de  fermentation. 

')  L'exprcssion  d'»amylase«  est  employee  ici,  a  l'exemple  des  auteurs  francais,  comme 
nom  générique  pour  les  diverses  zymases  qui  décomposent  l'amidon  (action  amylolytique). 
J'ai  appris  a  connaitre  de  plus  prés  les  espèces  suivantes  d'amylase:  I  la  maltase 
et  II  la  granulase  d'orge  (qui  constituent  ensemble  la  diastase  du  malt);  III  la 
p  t  y  a  1  i  n  e  (et  la  diastase  pancréatique);  IV  les  autres  granulases  (comprenant 
les  diastases  du  malt  de  maïs,  butylique,  du  sarrasin,  des  Nyctaginées);  V  la  glu case- 
Les  expressions  granulase  butylique,  diastase  butylique,  amylase  butylique,  diastase 
granulobactérienne,  qui  se  rcncontreront  dans  la  suite  de  ce  travail  et  dans  Ia  littérature, 
s'expliquent  {lelles-mêmcs:  clles  s'appliqucnt  toutes  au  même  ferment  amylolytique 
produit  par  le  Granulobacler. 

')  Il  n'y  a  pas  production  de  glucose. 

')  Mes  observations  s'appliqucnt  a  des  matériaux  récoltés  en  1887,  88,  89.  90,  91  et  92. 
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moins  accumulé,  dans  1'ordre  oü  je  les  cite.  Même  la  fariiie  tie  froment  pure,  telle 
qu'on  la  trouve  dans  Ie  commerce,  ni'a  donnc  quelques  bons  résultats. 

Il  n'est  peut-être  pas  superflu  d'examiner  brièvement  la  question  de  l'origine  du 
ferment  butylique  que  l'on  trouve  sur  les  espèces  de  cértiales  nommées.  Je  ne  suis 
ccpendant  pas  en  mesure  d'y  répondre  définitivement.  Si  Ie  ferment  tombe  sur  les 
épis  sous  forme  de  poussière,  on  se  demandera,  d'oü  provient  cette  poussière?  Le  fer- 
ment butyrique  d'autre  part,  le  Granidobacter  saccharobutyricum,  est  extraordinairc- 
ment  abondant  dans  le  sol,  et  il  semble  donc  tout  donné  d'admettre  que  le  sol  est 
également  le  milieu  naturel  primitif  du  ferment  butylique.  Mais  pourquoi  ce  dernier 
se  rencontre-t-il  si  souvent  sur  Torge  nue  sans  être  nulangé  au  ferment  butyrique, 
tandis  que  les  variétés  ordinaires  d'orge,  de  seigle  ou  de  froment  portent  toujours  a  la 
surface  de  leurs  grains  le  Gr.  saccharobutyricum  en  quantité  telle  que  bien  rarement 
on  peut  y  provoquer  des  fermentations  butyliques?  Je  ne  puis  résoudre  cette  question 
d'une  maniere  certaine.  Le  Gr.  saccharobutyricum  peut-il,  dans  certaines  circonstances 
mconnues,  se  transfornier  en  Gr.  butylicum?  C'est  ce  que  je  ne  puis  décider.  Cette 
métamorphose  ne  s'opère  pas  dans  le  laboratoire  ;  mais  on  observe  parfois  qu'un  échan- 
tillon  bien  conservé  d'orge  nue,  qui  peut  donner  immédiatement  après  la  récolte  la 
fermentation  butylique,  perd  cette  propriété  en  hiver  et  ne  permet  plus  alors  que  le 
développement  du  seul  Gr.  saccliarobutyricum.  Je  me  suis  donc  demandé  si  le  Gr. 
butylicum  vit  peut-être  en  parasite  a  l'intérieur  des  grains  de  blé  et  meurt  facilement 
dans  la  farine?  Mais  il  n'en  est  pas  ainsi:  les  spores  ne  se  trouvent  sans  le  moindre 
doute  qu'a  la  surface  extérieure  du  fruit  ').  Il  est  donc  encore  obscur  pourquoi  le  fer- 
ment butylique  se  développe  de  préférence  dans  les  bouillies  pateuse  d'orge  nue. 

Le  riz,  le  maïs,  le  sarrasin,  le  caroubier  (gousses  du  Ceratonia  siliqua)  et  le 
sorgho  ne  m'ont  jamais  donné  de  fermentations  butyliques  abondantes.  Toujours  en 
efïet  ces  matériaux  entrent  en  fermentation  butyrique.  Le  ferment  butylique  ccpen- 
dant n"y  fait  pas  défaut,  et  c'est  donc  dans  leurs  propriétés  chimiques  qu'il  faut  cher- 
cher  l'explication  du  phénomène.  Je  l'attribue  a  la  présence  de  glucose,  qui  se  trouve 
tout  formé  dans  le  caroubier,  et  se  forme  facilement  aux  dépens  de  la  farine  de  riz, 
de  maïs,  de  sarrasin  et  de  sorgho,  renfermant  tous  une  grande  quantité  du  ferment  la 
glucase.  Or  le  glucose  passé  facilement  a  l'état  d'acide  butyrique,  mais  bien  plus  dif- 
ficilement  a  celui  d'alcool  butylique. 

Pour  que  les  expériences  de  fermentation  butylique  réussissent  avec  les  farines  de 
seigle,  de  froment,  d'épeautre  et  d'orge,  il  faut  que  la  température  soit  exactement 
maintenue  a  un  certain  degré  constant,  non  seulement  lors  de  la  trempe.  mais  encore 
dans  l'étuve  d'incubation.  Des  oscillations  de  température  de  5"  C  a  l'intérieur  de 
celle-ci  peuvent  provoquer  la  formation  d'acide  butyrique,  et  faire  manquer  ainsi 
I'expérience.  Cela  doit  sans  nul  doute  tenir  a  ce  que  les  spores  du  ferment  butyrique 
se  trouvent  en  très-grande  quantité  a  la  surface  des  grains  de  ces  céréales,  a  cóté  des 


')  Des  questions  de  cette  nature  sont  bien  plus  faciles  a  résoudre  qu'on  ne  le  croit 
généralcment.  Il  suffit  de  placer  les  grains,  ou  des  portions  de  grains,  cnfcrmcs  dans 
de  la  gaze  ou  dans  une  atitre  enveloppe  appropriée.  au  sein  des  milieux  de  fermentation 
ou  des  matérieux  d'ensemencement.  On  recherche  ensuite  les  bactéries  dans  des  pré- 
parations  microscopiques;  jamais  on  ne  trouvera  ces  organismes  dans  Tintérieur  des 
tissus  OU  tout  au  moins  dans  des  cellules  closes.  Le  Gramdobacter  nc  pénètrc  donc  pas 
dans  les  cellules  intactes. 

M.  W.  Be  ij  er  i  nek.  Verzamelde  Geschriften;   Derde  Deel.  3 
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spores  du  ferment  butylique,  et  que  Toptimuni  de  température  pour  la  première  bacterie 
est  un  peu  plus  bas  que  pour  l'autre.  De  la  une  pr^pondérance  très-rapide  d'une  espèce 
sur  sa  voisine.  Quoiqu'il  en  soit,  j'ai  rcussi,  par  la  methode  a  la  gelatine,  a  isoler 
d'une  pate  préparée  de  la  maniere  indiquée  les  deux  formes,  ce  qui  m'autorise,  me 
semble-t-il,  a  admettre  leur  existence  a  la  surface  des  fruits  de  céréales. 

Les  bactéries  dont  il  faudra  tenir  compte  ici  n'ont  jamais  été  suffisamment 
distinguées  entre  elles.  Elles  ont  jusqu'ici  toutes  été  comprises  sous  les  noms  de 
Bacillus  Amylubacter  et  de  Clostridhan  butyricum.  Je  crois  que  Ie  moment  est  venu 
de  supprinier  ces  appellations  collectives  et  de  créer  a  la  place  quelques  espèces  nou- 
velles  ').  J'ai  eu  moi-même  l'occasion,  outre  les  deux  espèces  déja  citées  et  leurs  di- 
verses  variétés,  d'en  distinguer  encore  une  troisième,  souvent  rencontrée  et  en  grande 
quantité,  savoir  Ie  ferment  butyrique  du  lactate  de  calcium.  Toutes  trois  ont  ceci  de 
commun  qu'elles  ne  se  développent  pas  du  tout  quand  il  y  a  beaucoup  d'oxygène  en 
présence ;  et  que  si  dans  les  milieux  de  fermentation  il  n'y  a  que  des  traces  de  ce  gaz,  il 
se  produit  des  batonnets  a  motilité  tres  énergique,  qui  se  colorent  en  jaune  par  l'iode 
et  donnent  avec  une  vive  effervescence  de  l'hydrogène  et  de  l'acide  carbonique. 
L'anaérobiose  est-elle  complete,  une  certaine  partie  du  corps  de  plusieurs  batonnets  se 
remplit  de  granulose,  qui  se  colore  en  bleu  par  l'iode.  Les  batonnets  augmentent  en 
même  temps  considérablement  de  volume  et  se  transforment  en  clostridiums.  Je  pro- 
pose  pour  cette  dernière  raison  de  réunir  dorénavant  la  totalité  de  ces  formes  sous  Ie 
nom  générique  de  Granidobacter. 

Je  crois  devoir  rapporter  encore  a  ce  genre  une  espèce  aérobie  (temporairement 
anaérobie),  connue  jusqu'ici  sous  Ie  nom  de  Bacillus  Polymyxa.  et  que  j'ai  également 
étudiée  en  détail.  On  aura  alors  comme  suit  un  aperqu  général  des  quatre  formes  que 
j'ai  plus  spécialement  eues  sous  les  yeux. 

Granulobacter.  Bactéries  de  fermentation  anaérobies  temporaires  ou  obli- 
gatoires  ^),qui  si  l'anaérobiose  est  complete  se  remplissent  soit  en  partie  soit  en  totalité 
de  granulose  et  prennent  alors  la  forme  de  clostridiums.  S'il  y  a  des  traces  d'oxygène 
en  présence  il  se  forme  des  batonnets  a  motilité  très-vive,  qui  se  colorent  en  jaune  par 
l'iode.  Des  spores  se  ferment  dans  les  clostridiums,  et  peuvent  résister  pendant  quel- 
ques secondes  ou  quelques  minutes,  dans  les  liquides  de  culture,  a  une  température  de 
95 — ioo"C.  Cela  permet  de  supprimer  les  bactéries  étrangères.  On  trouve  toujours, 
parmi  les  produits  de  fermentation,  de  l'acide  carbonique  et  d'ordinaire  aussi  de 
l'hydrogène,  tandis  que  Ie  méthane  fait  complètement   défaut. 

Les  quatre  espèces  principales  sont  les  suivantes. 

En  premier  lieu:  Ie  Granulobacter  butylicum  '). 

C'est  Ie  ferment  butylique  de  plusieurs  variétés  de  farine  de  céréales.  Il  est  très- 
abondant  a  la  surface  de  l'orge  nue,  et  donne  aux  dépens  du  maltose  de  l'alcool 
butylique,  de  l'hydrogène  et  de  l'acide  carbonique,  mais  pas  d'acide  butyrique.  H  est 
exclusivement    anaérobie.     Pendant    la    fermentation   il  y  a  production  de  beaucoup 


')  C'est  ce  qu'a  déja  ébauché  M.  M.  Grubcr,  en  divisant  Ie  Clostridium  butyricum 
(Bacilhis  Amylobacter)  en  trois  espèces,  qu'il  décrit  brièvemcnt  sous  les  chiffrcs  I,  II 
et  III.  Centralblatt  für  Bacteriologie  Bd.  I.  p.  370,  1887. 

')   Je  renvoic  pour  l'cxplication  de   l'expression  anaérobie  temporaire  au  §  12. 

')  Peut-ctre  idcntique  au  Bacillus  Amylobacter  I  de  M.  Grubcr.  (Voir  Ie  note  de 
la  paKC  précédcnte.) 
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d'amylase,  qui  est  un  Cümposé  simple,  et  ne  renferme  pas  non  plus  de  glucase.  Les 
spores  sont  grandes ;  les  clostridiums  épais  et  courts.  Les  colonies  apparaissant  dans 
l'extrait  de  malt  gelatine  sont  blanches,  d'une  consistance  mucilagineuse  épaisse  et  ne 
liquéfient  pas  (Pour  les  figures  6  et  7  v.  pag.  35  et  39). 

En  deuxième  lieu:  Ie  Granulobacter  saccharobutyricum^). 

C'est  Ie  vrai  ferment  butyrique  du  sucre.  On  Ie  trouve  toujours  dans  la  farine 
et  dans  la  terre  des  jardins;  il  est  également  très-commun  dans  Ie  linion  des  fossés. 
C'est  Ie  ferment  anaiTobie  de  la  fermentation  butyrique  ordinaire  du  glucose.  La  fer- 
mentation  butyrique  du  maltose  par  Ie  mênie  organisme  est  plus  difficile.  Il  produit, 
cutre  de  l'acide  butyrique  de  fermentation,  de  Talcool  butylique  en  quantité  variable 
ainsi  que  de  l'acide  carbonique  et  de  l'hydrogène.  Pendant  la  fermentation  il  y  a  for- 
mation  d'amylase.  Cette  forme  est  très-voisine  de  l'espèce  précédente,  ce  qui  ne  permet 
pas  toujours  de  les  distinguer  au  microscope.  Les  batonnets  cependant  prennent  ici  la 
prépondérance,  de  maniere  que  dans  l'ensemble  Tanalogie  aux  bacilles  du  foin  est 
encore  plus  grande.  Les  clostridiums  sont  gcnéraiement  plus  minces  que  dans  la 
première  forme,  et  les  spores  plus  petites;  l'organe  qui  produit  la  granulose  est  égale- 
ment plus  petit.  Les  colonies  se  développent  plus  lentement  dans  l'extrait  de  malt 
gelatine,  sont  d'un  moindre  volume  et  ne  deviennent  pas  si  résistantes  que  chez  Ie  G. 
butylicum.    Ne  liquéfie  pas  la  gelatine. 

En  troisième  lieu:  Ie  Granulobacter  lactobutyricum  -). 

C'est  Ie  ferment  butyrique  du  lactate  de  calcium  qu'il  transforme,  a  l'état  de 
clostridium  anaérobie,  en  butyrate  de  calcium,  hydrogène  et  acide  carbonique  avec 
quelques  produits  accessoires  inconnus, 
mais  pas  de  méthane  ( fig.  l).  Il  perd  très- 
facilement  son  pouvoir  fermentatif  et 
passé  alors  a  l'état  d'une  bacterie  en  ba- 
tonnet,  qui  ressemble  au  Bacilhis  subtilis, 
mais  décompose  énergiquement  au  début 
Ie  lactate  de  calcium,  avec  formation  de 
carbonate  de  calcium,  sans  acide  butyri- 
que. Cette  forme  aérobie  liquéfie  faible- 
ment  la  gelatine,  ne  se  mctamorphose 
pas  en  les  espéces  précédentes  et  ne  se 
developpe  pas  dans  leurs  solutions  nu- 
tritives.  Les  clostridiums  sont  ordinaire- 
ment  tres -courts  et  épais;  ils  ne  se 
meuvent  que  lentement;    les  spores  qu'ils 

renferment  sont  petites,  plus  arrondies  que  chez  Ie  ferment  butylique.  La  granulose 
prend  par  l'iode  une  teinte  bleu  violet  et  non  bleu  pur.  La  forme  aérobie  contient  des 
spores  disposées  en  chapelet;  on  n'y  trouve  pas  de  granulose  et  elle  prend  par  l'iode 
une  teinte  jaunatre.  Le  carbonate  de  calcium  formé  aux  dépens  du  lactate  se  compose 
de  grands  sphérites  très-intéressants  (v.  Fig.  i).    Au  bout  de  quelques  transports  suc- 
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Fig.  I.  (700)  Granulobacter  laclobutyricuiii, 
avec  sphérites  de  carbonate  de  chaux. 


')  Identique  au  Bacillus  butylicus  Fi  tz,  Ber.  d.  D.  chem.  Gesellsch.,  Jahrg.  15,  pag.  867, 
1882.  A.  de  Bary  en  donne  une  bonne  figure  sous  le  nom  de  Bacillus  Amylobacter  dans 
ses  Vorlesungen  übcr  Bacteriën,   ire  édit.  pag.  79,   1885. 

')   Pasteur.  Etudes  sur  la  bière,  p.  282,   1876. 
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cessifs  Ie  développement  cesse  complètement  en  prcsence  de  l'air.  La  forme  anairobie 
iie  donne  égalemcnt  que  quelques  fermentations  et  meurt  au  bout  de  quelques  trans- 
ports,  saus  que  Ton  puisse  dire  pourquoi.  On  rencontre  cette  forme  dans  les  fermen- 
tations butyriques  spontanées  du  lactate  de  calcium. 

En  quatrième  lieu:  Ie  Granulubacter  Polymyxa^): 

Bacterie  temporairement  anaérobie,  provoquant  la  fermentation  de  l'extrait 
de  malt  (Fig.  2).  Elle  se  développe  Ie  mieux  quand  l'air  a  libre  acces,  mais  ne 
fermente  qu'en   présence  d'une  quantité  restreinte  d'oxygène.   La  forme  aérobie  ne 

se  compose   que  de    batonnets   mobiles,   la    forme 

de  fermentation  est  représentée  par  de  clostridiums 

renfermant   peu  de    granulose  et  Ie  plus   souvent 

des  spores.    Cet    organisme    produit    un    mucilage 

blanc  volumineux.   Il   ne  donne   a  la  fermentation 

presque  rien   que  de  l'acide   carbonique,  une  très- 

petite    quantité    d'hydrogène,    de    simples    traces 

d'alcool    butylique    et    pas    d'acide    butyrique.    Il 

liquéfie  lentement,   mais  complètement,  la  gelatine 

Fig.  2  (700)  Grantilobacter  nutritive,  et  donne   naissance  a  un    peu    diastase. 

Pulymyxa.  C'est  un   hóte  constant  des  patés  en  fermentation 

butylique,   et  il  doit  donc  sans  nul  doute  se  trou- 

ver   normalement    sur   les   grains    de  blé.    Il  est    très-répandu    dans  Ie  terreau   de 

jardin.   Il  forme  la  transition   des  Granulubacter  aux   »bacilles   du   foin.« 

La  série  des  Granulobactéries  n'est  pas  épuisée  par  ces  quatre  espèces.  J'ai  ren- 
contre au  moins  encore  deux  formes  que  je  n'ai  pas  réussi  jusqu'ici  a  cultiver;  l'une 
provient  de  la  fange  de  fossé,  l'autre  s'est  rencontrée  sur  les  grains  de  blé.  Je  crois 
également  probable  que  Ie  Leptothrix  buccalis  du  dépót  dentaire  doit  étre  rapporté  au 
genre  Gramdobacter. 

Dans  la  poussière  de  céréales  orientales  se  rencontrent  du  reste  des  espèces 
alliées  au  Gr.  Polymxa,  espèces  aérobies  très-remarquables  qui  produisent  des  spores, 
forment  des  zooglées  très-résistantes  et  renferment  du  glycogène  au  lieu  de  granulose. 
Le  Granulubacter  trouvera,  comme  il  a  déja  été  dit,  sa  place  dans  Ie  système 
naturel  futur  a  cóté  du  groupe  passablement  étendu  des  bacilles  du  foin  et  de  la  pomme 
de  terre. 

Il  se  pourrait  d'autre  part  que  le  Gramdobacter  soit,  au  point  de  vue  systématique, 
allié  a  la  bacterie  de  la  putréfaction  intestinale  découverte  par  M.  B  i  e  n  s  t  o  c  k,  le 
Bacillus  putriücus  culi,  et  allié  également  aux  autres  bactéries  sporogènes  provoquant 
la  putréfaction  des  matières  albuminoïdes.  Peut-étre  le  Gramdobacter  représente-t-il 
le  type  le  plus  differentie  du  système  bacteriën. 

Comme  il  a  déja  été  dit  plus  haut,  le  Gramdobacter  butylicum  est  une  espèce  qui 
comprend  dans  tous  les  cas  un  certain  nombre  de  variétés  très-proches  parentes  les  unes 
des  autres.  Il  en  est  de  même  du  Gr.  saccharobutyricum.  L'existence  de  ces  variétés, 
qui  occupent  souvent  une  position  intermediaire  entre  les  deux  espèces,  rend  beaucoup 
plus    difficile    l'étude   de    ces   <lcrnières,    et    aussi    la    description    et    l'explication    des 


')   Prazmowski,    Entwicklung    und    Fcrmcntvvirkung    ciniger    Bacteriën,   p.  37, 
Lcipzig  1880. 
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phcnomènes  provoquós  par  elles.  Je  me  suis  donc  dccidé  a  ne  trailer  dans  ce  travail 
que  du  ferment  butylique  qu'ii  y  a  moven  de  caractériser  nettement ;  et  cela  malgré 
que  Ie  Gr.  saccharobutyricuin  soit  plus  généralement  répandu,  supplante  facilement 
dans  les  moüts  de  farine  de  céréales  Ie  Gr.  butylicmn,  et  soit  donc  plus  important  au 
point  de  vue  pratique.  L'antagonisme  entre  les  deux  ferments  repose  avant  tout  sur 
la  faciiité  avec  laquelle  Ie  Gr.  saccharobutyricum  fabrique  de  l'acide  butyrique  aux 
dépens  du  glucose;  eet  acide  est  nuisible  au  ferment  butylique.  Les  patés  de  maïs,  de 
sorgho,  de  riz  et  de  sarrasin,  qui  renferment  du  glucose,  sont  donc  très-favorables  au 
développement  du  G.  saccharobutyricum,  mais  impropres  au  G.  butylicum. 

Le  caroubier  renferme  également  les  spores  des  deux  ferments.  Les  traites  de 
chimie  le  recommandent  cependant  pour  la  fabrication  de  l'acide  butyrique.  L'expli- 
cation  de  ce  fait  est  donnée,  comme  nous  l'avons  vu,  par  la  forte  teneur  en  glucose, 
que  le  Gr.  saccharobutyricum  transforme  en  acide,  ce  qui  arrête  dans  son  développe- 
ment le  G.  butylicum. 

§  2.    L  e    1  e  V  a  i  n    butylique. 

Dans  l'industrie  de  la  levüre,  le  mout  qui  devra  fermenter  est  tantöt  directement 
additionné  de  levüre  de  pain;  c'est  ce  qu'on  appelle  en  allemand  »Hefeansatz«.  Ou 
bien,  dans  les  fabriques  les  mieux  montées,  le  mout  est  additionné  de  »Kunsthefe«.  On 
entend  par  la  une  pate  épaisse  très-consistante  de  farine  de  seigle  et  de  malt  d'orge, 
qui  après  saccharification  a  la  température  d'action  de  la  diastase,  entre  en  fermen- 
t.ition  lactique  spontanée.  On  obtient  ainsi  le  »Sauergut«  ou  »Hefegut«  des  Alle- 
mands  qui,  additionné  de  levüre,  fournit  après  fermentation  la  »Kunsthefe«.  La 
levüre  donne  dans  le  »Sauergut«  une  fermentation  absolument  anaérobie  et  se  dc- 
harrasse  ainsi  presque  complètement  des  microbes  entièrement  ou  a  moitié  aerobics  '). 
Le  levain  butylique  dont  je  me  sers  pour  provoquer  la  «fermentation  principale» 
dans  les  moüts  appropriés  a  un  but  analogue ;  seulement  je  n'ai  pas  besoin  de  la  saccha- 
rification par  le  malt,  puisque  le  ferment  secrète  lui-même  de  la  diastase.  Je  ne  dois 
pas  non  plus  ajouter  de  bactéries  butyliques,  car  celles-ci,  se  rencoiitrent  déja  sur  les 
céréales  tandis  que  la  vraie  levüre  de  pain  y  fait  généralement  défaut.  Il  faudrait  donc 
a  vrai  dire,  pour  ctablir  un  parallèle  exact,  comparer  le  levain  butylique  a  la  pate  de 
malt  de   seigle  devennue  spoiitanément  acide,  c'est-a-dire  au  »Sauergut«. 

Pour  me  procurer  le  levain  butylique,  je  fais  bouillir  vivement  50  a  lOo  cm», 
d'eau  distillée,  sur  bain  de  sable,  dans  un  verre  long  et  étroit,  et  je  continue  l'ébullition 
jusqu'a  ce  que  l'air  dissous  soit  complètement  chassé.  J'ajoute  ensuite  peu  a  peu  des 
cuillerées  de  la  farine  grossièrement  moulu,  non  tamisée,  d'orge  nue,  jusqu'a  ce  que 
la  masse  soit  devenue  épaisse  et  que  la  cuiller  puisse  s'y  tenir  debout.  II  ne  faut  pas 
cependant  que  la  pate  soit  trop  consistante,  sinon  les  bactéries  butyliques  doivent 
mettre  plus  de  temps  a  se  développer  et  a  secréter  de  l'amylase  avant  d'avoir  envahi 
suffisamment  la  masse  et  de  mettre  celle-ci  toute  entière  en  fermentation.  On  fait  bien 
attention   que,   pendant   toute    l'expérience,   l'ébullition   soit   très-modérée,   de   maniere 


')  La  xKunsthefe»  est  issue  sans  aucun  doute  dans  le  cours  des  progrès  indii^triels 
du  »Sauerteig<t  (l'équivalent  littéral  du  «levaino  francais)  qui  se  distingue  du  »Sauergut« 
par  ce  qu'il  renferme  de  la  levüre,  tandis  qui  ce  dernier  n'en  contient  pas. 


70 

que  les  dernières  portions  de  farine  ne  restent  soumises  que  durant  quelques  secondes 
a  une  tempcrature  de  ioo"C.  On  recouvre  alors  Ie  vase  d'une  plaque  de  verre  et  on 
Ie  porte  immédiatement  dans  un  thermostat  a  35 — 37"  C.  Le  refroidissement  y  a  lieu 
d'une  maniere  très-lente,  et  si  Ton  examine  attentivement  la  culture  au  bout  d'une 
douzaine  d'heures,  on  trouvera  déja  quelques  bulles  gazeuses  en  signe  de  fernientation 
commenqante.  Celle-ci  peut  déja  être  vive  au  bout  de  24  heures,  et  après  36  heures 
on  commence  a  percevoir  l'odeur  un  peu  enivrante,  mais  nuUement  désagréable,  de 
I'alcool  butylique.  Cette  odeur  s'accentue  de  plus  en  plus  pendant  quelques  jours.  Si 
l'on  a  eu  la  main  heureuse  dans  le  choix  de  l'échantillon  de  circale,  —  et  cela  arrivera 
le  plus  souvent  (mais  pas  toujours)  avec  de  la  farine  fraiche  d'orge  nue,  —  souvent 
on  obtient  aussitót  une  véritable  fermentation  pure.  Les  bacilles  du  foin  peuvent  être 
en  effet  complètement  arrêtcs  dans  leur  développement  ou  mëme  faire  défaut.  Certains 
échantillons  très-rares  donnent  une  bien  plus  grande  latitude  au  point  de  vue  du  choix 
de  la  température.  C'est  ainsi  qu'en  1887  j'ai  récolté  de  VHordeum  distichum  tellement 
propre  a  la  fermentation  butylique  que  je  n'eus  qu'a  en  mélanger  la  farine  a  de  l'eau 
a  60  C"  pour  obtenir  une  fermentation  absolument  pure  *).  Tous  les  échantillons  des 
années  suivantes  ne  me  donnèrent  vers  60°  C.  que  des  fermentation  acides,  qui  sont  fa- 
tales a  la  bacterie  butylique  et  l'arrêtent  bientöt  dans  son  développement.  C'est  pour- 
quoi  il  faut  dans  les  cas  ordinaires  opérer  a  la  température  d'ébullition,  mortelle  au 
moins  pour  les  ferments  lactiques. 

Je  n'ai  pu  expliquer  autrement  la  maniere  particuliere  dont  se  comportent  ces 
échantillons  pour  lesquels  l'ébullition  de  la  pate  est  superflue,  qu'en  admettant  qu'il 
s'y  trouve  une  variété  particulièrement  vigoureuse  de  bacterie  butylique-).  J'y  ai  été 
conduit  encore  par  les  circonstances  suivantes.  Nous  verrons  que  je  dispose  d'un 
procédé  permettant  de  récolter  les  bactéries  butyliques  isolées.  Je  les  sèche,  les  frag- 
ments  étant  alors  conservés  tels  quels  ou  pulvérisés  préalablement  dans  un  mortier. 
C'est  ce  que  j'ai  souvent  fait,  sans  me  donner  a  cette  occasion  la  moindre  peine  pour 
empêcher  la  dissémination  de  la  poussière  bactérienne  dans  l'air  du  laboratorie.  Tl 
s'est  trouvé  que  cette  poussière  flottant  dans  l'atmosphère,  a  pu  infecter  en  1887  des 
hallons  fermés  suivant  le  dispositif  de  Pasteur  et  remplis  d'extrait  de  malt.  Ces 
ballons  avaient  été  ensemencés  avec  d'autres  bactéries  et  étaient  par  la  végétation  de 
ces  bactéries  purgés  d'air.  L'infection  avec  les  spores  butyliques  avait  eu  lieu  lors 
de  leur  ouverture.  Il  s'y  était  opérc  une  fermentation  butylique  incomplete.  J'ai 
encore  observé  une  infection  butylique  spontanée  extrêmement  remarquable  dans 
une  masse  de  gelatine,  de  lévulose  et  d'amidon,  que  j'employais  pour  des  expériences 
sur  la  production  d'oxygène  chez  les  chlorelles.  La  gelatine,  ensemencée  avec  des 
Chlorella  et  des  Mycoderma  était  enfermée  entre  deux  plaques  de  verre,  formant 
ainsi  une  chambre  entièrement  mise  a  l'abri  de  l'air  par  un  lutage  .t  la  paraffine. 
L'infection  butylique  n'a  pu  être  reproduite  plus  tard,  même  dans  des  expériences 
instituées  spécialement  dans  ce  but.    Je  possède  encore  des  bactéries  butyliques  sèches 


')  Les  bactéries  butyliques  sont  capables  de  consommer  des  traces  d'oxygène;  dans 
I'expérience  que  je  vicns  de  décrire  elles  y  sont  ccpendant  aidées  par  les  bactéries  du 
foin.  Celles-ci  se  dévcloppent  au  début,  mais  ne  tardent  pas  a  disparaitre. 

-)  Il  ne  scrait  pas  exact  d'admcttre  que  les  ferments  acides  auraient  fait  défaut  sur 
réchantillon.  Cette  supposition  n'cst  pas  seulement  très-improbablc,  elle  est  écartée  par 
les  expériences  décrites  ci-après. 
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provenant  de  l'année  1887  (voir  §  8)  et  j'ai  en  mon  pouvoir  de  les  rendre  actives  et  de 
les  employer  a  des  fermentations  nouvelles.  Mais  leur  extraordinaire  énergie  de 
croissance,  leur  virulence,  si  je  puis  m'exprimer  ainsi,  a  disparu,  et  elles  ne  se  com- 
portent  plus  que  comme  les  ferments  butyliques  spontane*  ordinaires  ').  Des  bactéries 
si  exceptionnellement  vigoureuses  paraissent  appartenir  aux  plus  rares  exceptions,  et 
je  répéte  mon  observation  antérieure  que  si  des  individus  pareils  font  dcfaut,  Ie  levain 
butylique  reclame  une  surveillance  très-minutieuse  de  la  tempcrature  pour  ne  pas 
entrer  en  fermentation  acide.  C'est  seulement  quand  Ie  ferment  butylique,  dans  son 
ctat  plus  faible,  est  uniquement  accompagné,  sur  les  céréales,  des  Granulohacter 
Polymyxa  et  Bacillus  subtllis  que  toute  tempcrature  supérieure  a  60°  C.  suffit,  lors  de 
la  préparation  de  la  levüre,  pour  assurer  la  culture  pure  du  ferment  butylique.  Te 
déduis  de  la  quantité  d'acide  volatil,  retenu  pendant  la  durée  de  l'expérience  dans  l'eau 
de  condensation  qui  se  dépose  sur  la  plaque  de  verre,  si  un  levain  déterminé  sera  propre 
a  des  expériences  de  fermentation  ultérieure,  ou  s'il  y  a  a  craindre  une  fermentation 
saccharobutyrique.  Moins  la  réaction  de  ce  liquide  est  acide,  plus  Ton  est  certain 
d'avoir  affaire  a  une  petite  quantité  de  ferment  butyrique  ou  a  une  variété  vigoureuse 
de  la  bacterie  butylique.  Si  l'on  remarque  dans  une  semence  butylique  donnée,  de- 
venue  impropre  par  fermentation  acide,  la  présence  de  clostridiums  butyliques  en 
sporulation,  on  pourra,  a  condition  qu'il  n'y  ait  pas  a  la  fois  trop  de  spores  du  Gr. 
saccharobutyricum ,  tuer  par  une  nouvelle  ébullition  de  quelques  secondes  les  bactéries 
acidifiantes,  et  régénérer  ainsi  a  la  fois  Ie  ferment  butylique  et  la  fermentation  butyli- 
que normale. 

L'image  microscopique  du  levain  butylique  diffère  d'après  les  variétés  de  ferment 
qui  s'y  rencontrent.  On  trouve  fig.  7  la  maniere  dont  se  présente  une  bonne  fermen- 
tation dans  de  la  farine  d'orge  nue.  Afin  de  ne  pas  rendre  la  figure  moins  claire,  on  n'y 
a  dessiné  que  les  bactéries,  laissant  de  cöté  les  fragments  de  farine.  La  préparation 
ayant  servi  a  faire  cette  figure  provenait  du  stade  auquel  Toxygène  est  complètement 
consommé.    Les  clostridiums  y  jouent  Ie  róle  principal. 

Il  n'en  est  pas  ainsi  toutefois  aux  premiers  débuts  de  la  croissance,  aussi  long- 
temps  qu'il  y  a  encore  des  traces  d'oxygène.  On  ne  trouve  a  ce  stade  de  début  que  la 
seule  forme  »a  oxygène«  du  ferment  butylique,  qui  possède  l'aspect  de  batonnets 
(fig.  6),  et  demande  beaucoup  d'exercice  pour  être  distinguée  des  bactéries  butyriques 
el  du  foin.  Cependant  Ie  ferment  butylique  présente  déja  a  cette  époque  quelque  chose 
de  caractéristique ;  les  batonnets  sont  en  effet  plus  courts  et  bien  plus  distinctement 
arrondis  aux  extrémités  que  chez  Ie  G.  saccharohutyricum  et  Ie  Bacilltis  subtilis. 

Si  la  fermentation  butylique  a  lieu  dans  les  régies,  les  batonnets  du  stade  initial 
sont  bien  vite  remplacés  par  des  clostridiums  renfermant  des  spores.  Le  stade  Ie  plus 
élevé,  caractérisé  par  cette  forme,  se  fait  attendre  bien  plus  longtemps  au  contraire 
dans  la  fermentation  butyrique.  Plus  les  clostridiums  sont  courts  et  épais,  plus  la  for- 
mation  d'alcool  butylique  est  abondante.  Si  les  spores  sont  absolument  rondes  on  se 
trouve  en  présence  d'une  forme  afaiblie  du  ferment  butylique. 


')  Je  conserve  les  bactéries  butyliques  dans  de  petits  flacons  a  bouchon  de  verre 
dans  une  chambre  toujours  chauffée  entre  15  et  25°C.  L'expérience  apprend  que  de 
gros  morceaux  de  la  masse  bactérienne  sèche  restent  plus  longtemps  vivants  que  les 
matériaux  finement  pulvérisés. 
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§    3-     L  e   liquide    f  e  r  m  e  n  t  a  t  i  o  ii. 

Le  levain  en  fermentation  butylique  est  bien  trop  mélange  de  farine  pour  servir  a 
une  étude  chimique  plus  détaillée  du  phénomène.  Si  l'on  se  rappelle  toutefois  que  la 
nutrition  de  la  bacterie  butylique  est  très-analogue  a  celle  de  la  levüre  alcoolique,  on 
ne  peut  guère  s'étonner  que  le  mout  provenant  de  la  pate  de  malt  d'orge  des  fabriques 
de  levüre  ')  fournisse  un  liquide  extrêmement  propre  a  la  fermentation  butylique.  11 
faut  toutefois  rt-duire  le  degré  saccharométrique  de  ce  liquide  a  lO  environ,  car  la 
fermentation  est  déja  nettement  entravée  a  s"  I2.  Si  nous  comparons  ici  la  fermen- 
tation butylique  avec  la  fermentation  alcoolique,  il  ne  faut  pas  oublier  que  cette  com- 
paraison  n'est  applicable  qu'aux  conditions  chimiques  de  la  nutrition  des  ferments 
intéresses.  Il  existe  sous  d'autres  rapports  très-importants  des  antitheses  très-pro- 
noncées  entre  les  deux  organismes.  J'insisterai  ici  spécialement  sur  le  fait  que  la 
levüre  alcoolique  ne  peut  fermenter  sans  air  que  pendant  un  temps  très-court,  parce 
([ue  la  réserve  d'oxygène  présente  dans  les  cellules  ne  suffit  qu'a  la  production  de 
trente  générations  de  cellules  au  plus  et  doit  être  renouvelée  ensuite.  La  bacterie 
butylique  au  contraire  est  presque  complètement  anaérobie  et  cesse  même  de  croitre  et 
de  fermenter  en  présence  d'oxygène  en  quantité  un  peu  considérable. 

Disons  encore  que  l'optimum  de  température  pour  la  fermentation  alcoolique  (des 
distilleries  et  fabriques  de  levüre)  est  d'environ  30"  C;  tandis  que  pour  la  fermentation 
butylique  il  est  situé  a  environ  37".  Les  bactéries  butyliques  enfin  sont  très-sensibles 
aux  acides,  de  maniere  que  la  fermentation  qu'elles  provoquent  se  trouve  déja 
arrêtée  par  233  cm*  d'acide  normal  par  100  cm*  de  liquide  en  fermentation.  Le  même 
liquide,  additionné  de  6  a  10  cm'  d'acide  lactique  ou  tartrique  normal  peut  encore 
entrer  en  fermentation  alcoolique  et  produire  beaucoup  de  levüre'').  Si  les  conditions 
sont  donc  bonnes  d'ailleurs,  le  ferment  butylique  peut  encore  supporter  tout  au  plus 
I  a  2  cm  *  d'acide  normal  par  100  cm*.  Il  est  donc  important  pour  la  fermentation 
butylique  de  neutraliser  le  nioüt,  si  l'on  s'aperqoit  que  lors  de  sa  préparation  il  y  avait 
eu  une  légere  fermentation  lactique.  Or,  cela  arrive  fréquemment  dans  les  expérienccs 
en  grand,  car  le  mout  non  houblonné  s'acidifie  avec  une  facilité  extreme.  J'ai  d'abord 
opéré  la  neutralisation  a  l'aide  d'un  exces  de  craie,  ajouté  déja  lors  de  l'ébuUition. 
Mais  depuis  que  je  sais  que  le  Granulobacter  butylicum  ne  donne  pas  d'acide  butyrique 
avec  le  maltose,  et  de  faibles  traces  seulement  d'autres  acides,  qui  ne  nuisent  pas  a  la 
fermentation,  je  ne  neutralise  d'abord  qu'a  l'aide  d'un  peu  de  carbonate  de  sodium  ou 
même  je  le  négligé  absolument.  Tandis  que,  comme  je  viens  de  le  dire,  le  Granulo- 
bacter butylicum  ne  donne  pas  d'acide  avec  le  maltose,  il  se  pourrait  que  cela  eüt  lieu 
dans   certaines    circonstances   avec    le   glucose,   et    a   divers   degrés   d'intensité.     Les 


')  Cc  brassin  est  scnsiblcmcnt  ncutre  et  peut  iiidi(iucr  20  degrés  au  saccharomètre. 
Il  n'cst  pas  employé  tel  quel  pour  rindustric  <k-  la  Kvüre,  mais  mélange  a  du  mare  et 
dilué  avec  de  la  vinasse  jusQue  s"  10. 

')  J'ai  übservé,  dans  des  conditions  très-favorablcs  au  point  do  vue  de  la  nutrition, 
dans  des  patés  de  malt  épaisses,  une  fermentation  alcoolique  normale  malgré  une  pro- 
portion  de  25  cm'  d'acide  lactique  normal  par  100  cm"  de  pate !  Il  y  avait  eu  en  même 
temps  deux  ou  trois  divisions  cellulaires;  la  chaleur  de  fermentation  produite  était 
normale  et  le  rendement  d'alcool  cgalement  normal.  Du  moment  toutefois  que  les  moüts- 
rcnfermcnt  peu  de  mare,  u  i  in ''  d'acide  lactique  miriual  sont  déja  très-nuisibles  au  déve- 
loppemeiit   des   cellules   de   levüre. 


73 

variétés  les  plus  vigoureuses  de  la  bacterie  butylique  pourraient  en  effet  fabriquer 
simplement  de  l'alcool  butylique  et  pas  d'acide;  les  plus  délicates  au  contraire,  imtre 
de  l'alcool,  une  petite  quantité  d'acide  butyrique.  Les  dernières  forinent  ainsi  la 
transition  au  Gr.  saccharubutyricum.  dont  on  ne  peut  d'ailleurs  les  distinguer  toujours 
avec  pleine  certitude  a  d'autres  points  de  vue.  Il  faut  dans  ces  conditions  avoir  re- 
cours de  préférence  a  la  neutralisation  au  moven  de  craie. 

Quant  au  Granulobacter  saccharobittyricum  lui-même,  cette  bacterie  fabrique, 
aux  dépens  du  glucose,  outre  une  petite  quantité  d'alcool  butylique,  beaucoup  d'acide 
butyrique,  et  même  elle  en  donne  aux  dépens  du  maltose.  L'acide  produit  nuit  a  ia 
fonnation  des  zooglées,  tandis  que  la  production  de  gaz  demeure  très-intense.  Si  Ie 
liquide  de  fermentation  renferme  beaucoup  de  glucose,  la  marche  normale  de  la  fer- 
mentation  change  complètement  du  moment  que  Ie  Gr.  saccharobutyricttm  se  trouve 
accompagné  du  Gr.  butylicum.  C'est  ce  que  les  circonstances  que  je  viens  de  signaler 
permettent  d'attendre  et  ce  que  je  désire  mettre  une  fois  de  plus  en  relief.  Je  me  pro- 
pose  en  conséquence  de  traiter  simplement  des  liquides  pauvres  en  glucose,  tels  qu'on 
les  fabrique  artificiellement  dans  l'opération  industrielle  du  détrempage.  Je  supposerai 
toujours  que  les  matériaux  d'ensemencement  nous  soient  fournis  par  Ie  Gr.  butylicum 
pur  OU  tout  au  moins  infecté  d'une  maniere  insignifiante  par  Ie  ferment  butyrique. 

§4.    Culture   pure  du   ferment   butylique   en   gelatine   nutritive. 

Methode    d'expérience. 

Il  est  nécessaire,  pour  obtenir  une  culture  pure  du  ferment  butylique  dans  de  la 
gelatine  nutritive  appropriée,  d'opérer  complètement  a  l'abri  de  l'air.  Même  la  forme 
aérobie  du  ferment,  que  nous  apprendrons  a  connaitre  plus  tard  de  plus  prés,  se  déve- 
loppe  a  de  si  faibles  tensions  d'oxygène  que  les  methodes  chimiques  de  dosage  de  eet 
element  sont  insuffisantes  pour  en  démontrer  la  présence  '■).  Seul  Ie  procédé  des  bac- 
téries  lumineuses  me  permit  de  déceler  encore  dans  les  liquides  dont  il  s'agit  la  pré- 
sence d'oxygène,  de  maniere  que  l'expérience  physiologique  surpasse  encore  ici,  comme 
dans  tant  d'autres  cas,  en  précision,  et  jusqu'a  un  certain  point  en  simplicité,  l'ex- 
périence chimique  -). 

Comme  un  mout  de  concentration  moyenne  fournit  Ie  milieu  nutritif  Ie  mieux 
approprié  au  ferment  butylique,  il  faudra  préparer  un  mout  gelatine  absolument 
exempt   d'oxygène,  et   mettre   la  culture   ensemencée   a   l'abri   de   l'air.    J'ai   essayé  Ia 


')  La  présence  d'oxygène  dans  un  milieu  riche  en  substances  organiques.  comme 
Ie  mout,  peut  se  déceler,  surtout  quand  il  s'agit  de  déterminations  quantitatives,  au 
moyen  de  deux  procédés.  C'est  d'abord  Ie  procédé  de  M.  Sc  h  ütz  e  n  be  rger  au  moyen 
d'hydrosulfïte,  avec  l'indigosulfate  de  sodium  comme  indicateur  (.S  c  b  ü  t  ze  n  b  e  r  ge  r. 
Les  fermentations,  4e  édit.  p.  92,  1884);  c'est^  ensuite  Ie  procédé  des  bactéries  lumineuses. 
Faut-il  doser  quantitativement  l'oxygène  dans  de  l'eau  potable  ou  en  général  dans  des 
liquides  pauvres  en  substances  organiqes,  on  se  servira  de  préférence,  a  cause  de  leur 
simplicité,  de  la  methode  iodométrique  de  Winkler  {Ber.  d.  D.  chem.  Ges.,  Jahrg.  21, 
p.  2843,  1888)  ou  de  la  methode  au  permanganate  modifiée  par  M.  .\.  Lévy  {A>ui.  de 
l'Observ.  municipal  de  Montsouris,   1892 — 93,  p.  233). 

')  Un  bon  liquide  phosphorescent,  séparé  de  l'air  par  du  mercurc,  réagit  avec  une 
sensibilité  rcmarquable  envers  des  traces  d'oxygène.  Il  suffit  que  l'ocil  soit  rendu  asscz 
sensible  a  la  suite  d'un  séjour  prolongé  dans  l'obscunté. 
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plupart  des  methodes,  recommandées  pour  la  confection  de  cultures  anacrobies  pures  '), 
et  j'ai  moi-méme  imaginc  quelques  dispositifs  spéciaux  pour  isoler  Ie  ferment  butyli- 
que.  Le  temps  reclame  par  les  expcriences  n'est  pas  très-différent  pour  les  diverses 
methodes.  Il  en  est  bien  ainsi  au  contraire  de  la  facilité  avec  laquelle  les  colonies  peu- 
vent  être  recueillies  et  employees  aux  recherches  soit  microscopiques  soit  d"autre 
nature.  J'ai  cru  important  de  cultiver  les  colonies  butyliques  sur  plaque  de  gelatine, 
que  Ton  peut  examiner  avec  la  même  facilité  que  dans  les  procédés  sur  plaque  or- 
dinaires.  On  peut  ainsi  suivre  un  colonie  dans  sa  croissance  plusieurs  jours  de  suite, 
et  lui  emprunter  des  matériaux  de  recherches.  Ce  but  a  été  le  plus  facilement  atteint 
de  la  maniere  suivante. 

On  commence  par  rendre  complètement  exempts  d'oxygène,  dans  un  petit  ballon, 
25  cm  ^  environ  de  mout  gelatine.  Le  bouchon  d'ouate  est  traverse  par  un  petit  tube 
de  verre  permettant,  pendant  le  refroidissement  de  la  gelatine,  et  avant  l'ensemence- 
ment,  d'introduire  de  l'acide  carbonique  dans  le  ballon.  Si  l'on  possède,  comme 
d'habitude,  des  matériaux  d'ensemencement  renfermant  des  spores,  un  bon  levain 
butylique  par  exemple,  ou  une  fermentation  müre,  l'inoculation  peut  se  faire  vers 
60°  a  90"  C.  Les  ferments  lactiques,  s'il  y  en  a,  et  les  bactéries  des  fermentations 
ordinaires  -)  sont  tuées  a  cette  température.  L^ne  fois  la  culture  ensemencce,  on  la 
refroidit  jusqu'a  la  température  de  solidification  dans  un  courant  d'acide  carbonique: 
puis  on  la  transvase  rapidement  dans  un  cristallisoir  ou  une  capsule  de  verre,  oü  'e 
refroidissement  doit  s'opérer  dans  un  fort  courant  d'acide  carbonique.  Il  suffit  a  eet 
effet  que  l'on  introduise  le  gaz  sous  le  couvercle  légèrement  soulevé.  La  capsule 
aura  naturellement  été  préalablement  complètement  stérilisée  a  une  température  de 
125°  c. 

Du  moment  que  la  couche  s'est  solidifiée,  on  place  la  capsule,  le  couvercle  en  bas, 
dans  un  exsiccateur  de  H  e  m  p  e  1.  Celui-ci  est  en  rapport,  a  l'aide  d'un  robinet  a  trois 
voies,  avec  une  trompe  a  eau  et  un  appareil  dégageant  de  Thydrogène;  on  fait  le  vide, 
remplit  avec  de  rhydrogène,  fait  le  vide  de  nouveau,  etc.  Comme  il  n'est  pas  possible 
d'enlever  par  ce  procédé  les  dernières  traces  d'oxygène,  on  a  mis  au  préalable  dans  la 
gouttière  circulaire  de  l'exsiccateur  une  substance  quelconque  absorbant  eet  element, 
l'ai  pris  soit  une  solution  concentrée  de  l'hydrosulfite  (SO2  Nas)  de  M.  S  c  h  ü  t  z  e  n- 
bergér*),  soit  quelque  autre  corps  facilement  oxydable:  p.  ex.  du  pyrogallol  alcalin, 
de  l'hydroxyde  de  fer  ou  de  manganèse  fraichement  précipité,  du  sulfate  de  fer  prc- 
cipité  avec  du  ferrocyanure  de  potassium.  On  introduit  ces  substances  sous  forme  de 
pate  épaisse  dans  la  gouttière  de  l'exsiccateur.  J'ai  encore  employé  avec  succes  du 
phosphore  en  cylindres.  Il  ne  m'a  toutefois  pas  été  possible  d'empêcher  complètement 
dans  ce  cas  la  formation  de  vapeurs  d'acide  phosphorique,  ce  qui  était  nuisible  au 
développement  du  ferment. 


')  On  en  a  rccommandé  un  grand  nombre  dans  ces  dernières  années.  Il  est  sur- 
prenant  que  plusieurs  auteurs  décrivent  le  procédé,  mais  négligent  d'indiquer  les  bactéries 
qu'ils  ont  réussi  a  isoler  ou  a  cultiver. 

')  C'est-a-dire  les  formes  si  nombreuses  appartenant  nu  Bacilliis  lactis  a'érogcnes  ou 
au  B.  coH  commune  d'Fscherich,  dont  les  individus  se  rcncuntrent  parfois  en  quantité 
surprenante  sur  les  céréales. 

')  On  peut  se  procurer  cc  sel  chez  ^L  S  c  h  u  c  h  a  r  d  t  a  Görlitz.  La  substance  est 
d'ailleurs  facile  a  se  préparcr  soi-niême. 
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Mais  la  respiration  de  certains  microbes  s'est  montrée  encore  mieux  approprice 
que  ces  divers  moyens  chimiques  a  réaliser  nortre  désidératum.  Pour  en  faire  usage, 
je  procédé  comme  suit. 

Au  lieu  de  remplir  la  gouttière  de  l'exsiccateur  d'un  des  liquides  mentionnés  ci- 
dessus,  j'y  introduis  du  malt  gelatine  mélange  de  glucose  et  additionné  d'une  forte 
proportion  de  fleur  de  bière  (Saccharomyces  Mycoderma)  en  culture  pure  ^).  Ce 
champignon  absorbe  avec  avidité  les  dernières  traces  d'oxygène,  et  se  développe  égale- 
ment  un  peu  par  voie  anaérobie  aux  dépens  du  glucose,  en  produisant  de  l'acide  car- 
bonique  et  de  l'alcool.  Une  légere  quantité  de  gaz  tache  de  s'échapper  de  l'exsiccateur, 
et  j'obtiens  ainsi  une  atmosphère  absolument  privée  d'oxgène,  et  restant  telle  dans  la 
suite. 

Des  moisissures  qu  d'autres  agents  d'infection  aérobies  ne  sont  pas  beaucoup  a 
craindre  dans  ces  expériences,  car  ils  ne  se  dcveloppent  pas  du  tout  si  les  expériences 
sont  bien  faites.  Il  est  cependant  toujours  a  recommander  d'empêcher  ces  infections, 
afin  de  pouvoir  sans  danger  conserver  les  capsules  dans  la  suite,  quand  les  colonies  sont 
complétement  développées,  sous  un  simple  couvercle  de  verre,  par  conséquent  en 
présence  de  l'oxygène. 

Si  l'on  porte  l'appareil  ensemencé  et  privé  d'air  dans  une  étuve  a  20"  C,  on  voit, 
au  bout  de  cinq  a  six  jours  (Ie  temps  varie  d'après  que  l'ébuUition  a  plus  ou  moins 
complétement  chassé  l'oxygène  de  la  gelatine),  les  colonies  apparaitre  sous  forme  de 
petites  sphéres  mucilagineuses  blanches  qui  ne  liquéfient  pas  Ie  substratum. 

L'acide  carbonique  et  l'hydrogène  de  fermentation^  qui  prennent  en  même  temps 
naissance,  s'accumulent  jusqu'a  saturation  dans  la  couche  de  gelatine  et  y  produisent, 
dans  Ie  voisinage  des  colonies,  les  buUes  gazeuses  lenticulaires  bien  connues. 

Les  colonies  sont  de  deux  sortes.  Elles  peuvent  être  formées  soit  de  batonnets  ou 
de  filaments  sans  spores  (fig.  6),  soit  de  clostridiums  et  de  batonnets  renfermant  de  la 
granulose  et  des  spores  (fig.  7,  8). 

La  différence  entre  les  deux  formes  est  très-grande,  mais  on  trouve  toutes  les 
transitions  possibles,  et  si  l'on  examine  de  plus  prés  les  conditions  de  leur  apparition, 
on  voit  que  les  clostridiums  prennent  naissance  a  l'abri  absolu  de  l'oxygène,  les 
batonnets  quand  il  y  a  des  traces  de  eet  element  en  présence. 

Dans  un  extrait  gelatine  convenable,  et  quand  l'absence  d'oxygène  est  complete, 
les  colonies  deviennent  très-grandes,  et  donnent  facilement  des  sphérules  de  5  mm.  de 
diamètre.  On  peut  les  retirer  d'un  seul  coup,  a  l'aide  du  fil  de  platine,  de  leur  substra- 
tum, et  elles  se  montrent  alors  sous  la  forme  de  zooglées  mucilagineuses,  formées  de 
clostridiums  ou  de  batonnets  mobiles  ou  en  repos,  renfermant  ou  non  des  spores.  Les 
clostridiums  et  les  batonnets  varient  d'ailleurs  considérablement  entre  eux.  Les  colonies 
qui  ne  sont  formées  que  de  batonnets  se  coiorent  en  jaune  par  une  solution  d'iode; 
celles  formées  de  clostridiums  se  coiorent  en  bleu  violet,  même  en  noir.  Pour  observer 
une  réaction  bien  nette  il  est  a  recommander  de  laisser  séjourner  quelque  temps  les 
objets  dans  une  capsule  de  porcelaine  renfermant  la  solution  d'iode.  L'iode  en  effet  ne 
pénètre  que  lentement  dans  les  zooglées.  On  examinera  les  préparations  sur  un  fond 
blanc. 


')  La  levüre  alcoolique  et  différentes  espèces  de  bactéries  ont  été  également  employees 
avec  succes. 
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Si  rélimination  de  l'oxygène  n'a  pas  été  complete,  mais  suffisante  cependant  pour 
que  la  croissance  fut  possible,  il  se  forme,  comme  je  l'ai  dit,  des  coionies  simplement 
constituces  par  des  batonnets  ou  des  filaments,  qu'il  faut  doiic  considcrer  comme  la 
forme  »a  oxygène«  du  ferment  butylique.  Ces  organismes  se  colorent  en  jaune  par 
l'iode  et  donnent  absolument  Timpression  d'une  autre  espèce  de  bactéries.  Comme  nous 
rencontrerons  de  nouveau  la  même  forme  plus  loin,  a  propos  de  la  »fermentation  prin- 
cipale», nous  pouvons  la  passer  provisoirement  sous  silence. 

Te  ferai  remarquer  que  l'addition  d'un  peu  d'empois  d'amidon  ou  d'amidon  soluble 
au  mout  gelatine  permet  de  dcmontrer  directement  et  d'une  maniere  extrémement 
caractéristique  la  formation  de  l'amylase  butylique.  Autour  de  chaque  colonie  en  efïet 
prend  naissance  une  aire  de  difïusion  '),  dans  laquelle  la  diastase  a  détruit  l'amidon, 
de  maniere  que  l'iode  ne  peut  plus  y  faire  apparaitre  Ia  teinte  caractéristique.  Si  donc 
on  verse  une  solution  d'iode  sur  une  plaque  de  mout  gelatine  renfermant  des  coionies 
du  ferment  butylique,  les  champs  de  diffusion  de  l'amylase  tout  autour  des  coionies  ne 
se  colorent  pas,  tandis  que  la  gelatine  amidonnce  prend  une  teinte  noir  bleuatre.  Sauf 
les  embryons  de  Graminées,  qui  occupent  Ie  premier  rang  au  point  de  vue  de  la  pro- 
duction de  fortes  quantités  d'amylase,  je  ne  connais  jusqu'ici  pas  d'organismes  qui 
puissent  se  mesurer  aux  coionies  du  ferment  butylique  a  l'égard  de  l'intensité  de  cette 
excrétion.  Je  ne  pus  observer  de  diffcrence  sensible  entre  les  clostridiums  et  la  forme 
aérobie  dans  la  quantité  d'amylase  produite. 

Il  va  de  soi  qu'une  culture  anaérobie  du  ferment  peut  être  faite  encore  de  bien 
d'autres  maiiières.  Des  chambres  de  verre  tout  a  fait  remplies  par  exemple  sont  très- 
simples  et  très-pratiques;  on  pourra  en  employer  qui  se  composent  d'un  anneau  de 
verre  ferme  des  deux  cótés  par  une  plaque  de  verre  poli.  Il  faut  cependant  tenir 
compte  de  la  couche  d'air  adhérant  aux  plaques  et  prendre  en  conséquence  un  épais 
anneau,  c'est-a-dire  qu'on  opérera  avec  une  plaque  de  gelatine  large  et  épaisse,  mesu- 
rant  par  exemple  50  cm  ^  sur  3  mm.  d'épaisseur.  Il  faut  aussi  que  les  plaques  de  verre 
soient  serrées  au  moyen  de  vis  sur  l'anneau,  sinon  l'air  a  encore  acces.  Ce  qui  rend 
cette  disposition  imparfaite,  c'est  que  si  l'on  ouvre  la  chambre,  au  moment  oü  les  co- 
ionies doivent  être  examinées,  la  gelatine  reste  adhérer  en  partie  au  couvercle.  Quand 
on  remet  celui-ci  en  place,  des  buUes  d'air  et  Ie  plus  souvent  aussi  des  spores  de 
moississures  out  eu  Ie  temps  de  pénctrer,  et  l'expérience  doit  donc  prendre  fin  quand 
la  chambre  humide  a  etc  une  fois  ouverte. 

Ces  désagréments  s'attachent  encore  au  procédé  généralement  connu  et  d'ailleurs 
excellent  de  L  i  b  o  r  i  u  s  ^).  Ün  cultix  e  d'après  cette  methode  en  gelatine  nutritive, 
•que  l'on  stérilise  simplement  dans  des  éprouvettes,  qu'on  rend  ensuite  exempte  d'oxy- 
gène  par  rébulliti<in"),  qu'on  ensemence  et  qu'on  laisse  se  solidifier.  Dans  les  couches 
profondes  du  tube,  oü  l'oxygène  ne  peut  pénétrer,  se  forment  les  coionies,  auxquelles 
on  se  fraie  acces  au  moyen  d'un  trait  de  lime  dans  la  paroi  du  tube.  Les  cultures 
butyliques,  préparées  par  ce  procédé  en  mout  gelatine,  niontrent  une  couche  super- 


')  On  trouve  souvent  rapporto  que  »la  diastaso«  n'est  pas  difïusible.  C'est  une 
errcur;  les  différentes  formes  d'amylase  diffusent  avec  la  niênie  vitcssc  cnviron  que  les 
peptones,  et  traversent  avec  facilité  les  menibranes  organiqucs. 

')  Zeitschr.  f.  Hygiëne,  Bd.  I,  p.  161,  1886. 

•)  II  n'est  pas  nécessaire  de  faire  passer  de  riiydrunéiie  dans  la  gelatine.  Cette 
opération  est   même  a  déconsciller   a  causc  de  la  production  d'écunic. 
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fcielle  de  deux  a  trois  centimètres  d'épaisseur,  dans  laquelle,  par  suite  de  la  présence 
d'oxygène,  des  colonies  ne  peuvent  prendre  naissance.  Au-dessous  de  cette  couchc  Ie 
dtveloppement  est  régulier.  Les  colonies  supérieures,  que  l'oxygène  atteint  au  bout 
d'une  couple  de  jours  en  se  diffusant  dans  la  gelatine,  continuent  cependant  de  croitre ; 
si  bien  que  même  après  plusieurs  semaines  on  ne  trouve  aucune  différence  de  volume 
entre  les  colonies  voisines  de  la  surface  et  celles  situées  dans  les  profondeurs  du  tube. 
Ces  colonies  sont  toutefois  constituées  a  la  périphérie  par  la  forme  dite  »a  oxygcne« 
(fig.  6);  au  centre  se  rencontre  la  forme  en  clostridium  du  ferment  (fig.  8). 

Si  je  ne  puis  recommander  en  première  ligne  la  methode  de  L  i  b  o  r  i  u  s  pour 
la  culture  pure,  je  ne  puis  cependant  négliger  de  faire  ressortir  a  ce  propos  l'impor- 
tance  de  ce  prodédé  a  d'autres  points  de  vue.    Voici  ce  que  j'en  dirai. 

Si  l'expérience  a  été  bien  faite,  la  longue  colonne  de  gelatine  dans  l'éprouvette, 
que  l'on  vient  de  fermer  par  un  tampon  d'ouate,  présente  de  haut  en  bas  tous  les  degrés 
de  saturation  par  Toxygéne.  Un  simple  coup  d'oeil  suffit  donc,  avec  une  culture  quel- 
conque  de  microbes,  pourvu  que  l'on  ait  distribué  ceux-ci  d'une  maniere  suPl'isamment 
serrée  dans  la  gelatine,  pour  reconnaitre  si  l'on  a  affaire  a  l'anaérobiose  facultative 
OU  obligatoire.  On  pourra  même,  si  la  nutrition  peut  s'opérer  dans  des  conditions 
favorables,  reconnaitre  l'anaérobiose  temporaire,généralement  moins  apparente,  (comme 
p.  ex.  chez  la  levüre  alcoolique)  et  la  distinguer  nettement  de  l'anaérobiose  facultative. 

La  gelatine  a-t-elle  été  additionnée  d'un  peu  d'hydrosulfite  de  sodium  et  d'indigo- 
sulfate  de  sodium,  ce  qui  donne  de  l'indigo  blanc,  on  reconnaitra  a  la  production,  de 
haut  en  bas,  de  bleu  d'indigo,  jusqu'a  quel  niveau  l'oxygène  a  pénétré  dans  la  masse. 
La  culture  du  ferment  butylique  permettra  d'observer  que  les  premières  colonies 
n'apparaissent  que  dans  les  régions  oü  l'on  trouve  de  l'indigo  blanc.  Il  faut  dans  cette 
expérience  que  l'éprouvette  soit  conservée  dans  l'obscurité,  sinon  Ie  bleu  d'indigo 
s'oxyde  a  la  lumière  et  se  décolore.  L'oxygène  ne  Ie  modifie  pas  au  contraire  a 
l'obscurité. 

Un  deuxième  usage  remarquable  et  général  de  cette  methode,  —  mais  qui  n'est 
cgalement  applicable  que  si  l'ensemencement  est  suffisamment  dense,  —  consiste  a 
reconnaitre  la  présence  de  la  fonction  fermentative.  Comme  celle-ci  est  toujours 
accompagnée  de  la  production  de  gaz,  et  que  la  gelatine  ne  laisse  pas  échapper  Ie  gaz 
formé,  on  voit  a  la  présence  de  bulles  gazeuses  que  la  fonction  fermentative  existe.  Le 
ferment  butylique  surtout  montre  de  cette  maniere  combien  la  production  de  gaz  dans 
le  mout  gelatine  est  intense.  C'est  par  cette  methode  que  l'on  peut  facilement  s'in- 
former  si  un  sucre  ou  un  hydrate  de  carbone  en  général,  est  fermentescible  ou  non  '). 

Il  y  a  encore  un  troisième  point  de  vue  auquel  ce  procédé  peut  rendre  de  grands 
services,  savoir  la  détermination  du  pouvoir  réducteur.  On  ajoute  a  eet  effet  a  la  ge- 
latine une  matière  colorante  quelconque  donnant  par  réduction  un  chromogène  in- 
colore.  On  emploiera  par  exemple  le  tournesol  ou  le  bleu  Coupier,  itiais  on  obtiendra 
de  beaucoup  les  meilleurs  résultats  par  l'indigosulfate  de  sodium.  Le  ferment  buty- 
lique développe  dans  ces  expériences  un  pouvoir  réducteur  tnut  particulièrement 
intense. 

On  voit  donc  que  le  procédé  de  L  i  b  o  r  i  u  s  présente  maint^  avantages,  sinon 
pour  la  culture  pure,  au  moins  sous  d'autres  rapports  importants. 


')   C'est  ainsi  que  je  trouvai  que  la  glycerine,  la  mannite,  le  saccharose  et  la  dextrme 
sont  fermentescibles,avec  production  d'alcool  butylique,  d'hydrogène  et  d'acidecarbonique. 
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Mais  revenons  aux  colonies  du  ferment  butylique,  obtenues  par  culture  pure. 

J'ai  infecté  au  moyen  de  celles-ci  une  série  de  mes  ballons,  et  obtenu  de  cette 
maniere  les  fermentations  les  plus  belles  et  les  plus  productives,  sans  tracé  d'acide 
butyrique.  Les  phénomènes  qui  s'observèrent  a  ce  propos  montrèrent  que  »rétat«  des 
colonies  a  incontestablement  une  certaine  influence  sur  les  métamorphoses  des  bactéries 
pendant  la  fermentation,  ainsi  que  sur  la  nature  des  produits  formés.  J'entends  par 
»i'état«  la  ressembiance  plus  ou  moins  grande  des  colonies  a  la  forme  soit  »a  oxygène* 
soit  clostridique.  Si  l'on  part  de  la  première  dans  l'inocülation,  cette  forme  se  main- 
tient  extrêmement  longtemps  dans  Ie  cours  de  la  fermentation  principale,  et  Ie  rende- 
ment en  alcool  butylique  devient  simultancment  plus  faibie.  C'est  précisément  l'inverse 
qui  s'observe  avec  Ie  clostridium.  Le  caractère  de  clostridium  est  un  caractère  en 
même  temps  morphologique  et  physiologique,  provoqué  par  les  circonstances  ex- 
térieures,  et  consistant  en  une  accumulation  de  réserve  d'oxygène.  Ce  caractère  pos- 
sède  un  certain  degré  d'hérédité. 

Le  résultat  principal  de  IVtude  des  cultures  pures  a  d'ailleurs  été  la  pleine  con- 
viction  que  j'ai  obtenue  de  pouvoir  rcaliser  avec  mes  levains  butyliques  d'orge  nue 
ce  que  donnent  les  ensemencements  a  l'aide  des  colonies  butyliques.  Les  manipulations 
de  cultures  pures  m'ont  fourni  de  plus  une  série  d'autres  bactéries  remarquables,  ca- 
pables  de  vivre  dans  les  liquides  de  fermentation  butylique  et  soit  indifférentes  soit 
nuisibles  pour  les  organismes  de  cette  fermentation.  Sauf  les  »bacilles  du  foin«,  tous 
ces  organismes  peuvent,  par  l'application  d'une  haute  température,  être  séparés  de  la 
bacterie  butylique,  car  ils  ne  produisent  pas  de  spores,  ou  des  spores  qui  succombent 
déja  a  90" — 95°  C. 

Je  signalerai  encore  que  si  les  cultures  pures  et  leur  usage  ne  m'ont  a  vrai  dire 
appris  rien  de  nouveau  au  sujet  de  la  fermentation,  seules  eiles  ont  développé  en  moi 
ce  sentiment  de  satisfaction  scientifique,  nécessaire  pour  que  l'on  puisse  considérer  une 
étude  comme  terminée.  Il  y  a  d'ailleurs  un  point  qui,  sans  les  cultures  pures,  serait 
resteé  pour  mes  lecteurs  sujet  au  doute,  c'est  ie  fait  que  la  forme  »a  oxygène« 
appartient  bien  réellement  au  ferment  butylique.  Une  seule  culture  sur  gelatine,  opérée 
avec  succes,  montre  de  la  maniere,  la  plus  complete,  par  un  simpie  examen  micros- 
copique,  les  relations  qui  existent  entre  les  colonies  a  clostridiums  et  les  colonies  de 
batonnets  ou  de  filaments.  Si  je  n'avais  pas  étudié  d'une  maniere  complete  et  souvent 
employé  les  cultures  pures,  je  n'aurais  pas  été  personnellement  moins  convaincu  de 
leur  parenté  réciproque,  mais  je  me  serais  peut-être  alors  heurté  a  des  contradictions, 
a  présent  exclues. 

§5.    Le  ballon  a  fermentation  butylique  et  la  fermentation 

principale. 

Il  faut  en  premier  lieu  que  le  ballon  soit  disposé  de  maniere  que  l'air  puisse  être 
complètement  évacué  et  que  l'infection  s'opère  en  conséquence  a  l'abri  complet  de 
l'oxygène.  Le  gaz  formé  doit  pouvoir  se  récolter  sans  peine,  et  le  contenu  être  con- 
stamment  soumis  a  l'e.xamen  microscopique,  toujours  sans  que  l'air  ait  acces. 

Pour  atteindre  ce  but  assez  compliqué,  j'ai  fait  souffler  plusieurs  modèles  de 
ballon;  mais  finalement  je  me  suis  arrêté  a  un  dispositif  tres  simpie,  que  je  puis 
spécialement  recommander  aux  chimistes  et  physiologistes  qui  aurient  l'intention  de 
répéter  mes  expériences. 
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S'il  s'agit,  comme  dans  Ie  cas  présent,  d'anaérobiose  presque  complete,  il  est 
désirable  de  ne  pas  opérer  sur  de  trop  petites  quantités  des  liquides  en  fermentation. 
Tous  les  organismes  anaérobies  des  sucres  qui  me  sont  connus  ont  il  est  vrai  Ie  pouvoir 
de  consommer  par  leur  propre  activité  vitale  les  dernières  traces  d'oxygène  *) ;  mais 
les  expcriences  donnent  les  meilleurs  résultats  quand  on  limite  autant  que  possible  ce 
minimum  inévitable.  J'opère  en  conséquence  avec  des  ballons  d'une  contenanco  d'un 
Utre  a  col  très-étroit  et  allongc.  La  fermentation  butylique  ici  décrite  peut  parfaite- 
ment  étre  étudiée  indépendamment  de  la  methode  a  la  gelatine,  et  les  chimistes  aussi 
la  réptteront  donc  sans  difficulté.  J'ai  cru  en  conséquence  désirable  de  décrire  non 
seulement  Ie  ballon  a  employer,  mais  de  figurer  Ia  disposition  entière  servant  a  la  fer- 
mentation butylique.    C'est  ce  qu'on  trouvera  fig.  3. 


Fig.  3.   Disposition  des  appareils  pour   la  fermen- 
tation principale. 

A    Ballon   de  fermentation  dans  Ie  thermostat. 
g  Liquide  en  fermentation. 
p  anneau  de  carton. 
h  col  du  ballon, 
o  tube  abducteur  des  gaz. 
y  cuvette  a  eau. 
r  recipiënt  a  gaz. 
j   col  rode. 
t    thermomètre. 
/    bec. 

w  cuvette  d'eau  du  thermostat. 
c   enveloppe  d'air. 
X  couvercle  de  bois. 
r'  thermorégulateur. 

B    Le  couvercle  de  bois,  divisé  en  deux   moitiés. 
k  orifice  pour  le  tliermorégulateur. 
t    orifice  pour  le  thermomètre. 
h  orifice  pour  Ie  col  du  ballon. 


On  voit,  dans  cette  figure,  Ie  ballon  {g),  place  dans  un  thermostat  peu  compliqué, 
composé  d'un  manchon  a  eau  en  cuivre  rouge  (w),  enveloppé  a  son  tour  d'un  manchon 
a  air  en  fer  blanc  (/).  II  y  a  de  plus  autour  de'tout  l'ensemble  un  deuxième  manchon 
a  air,  mais  mobile  et  non  representé  dans  Ia  figure.  J'ai  employé  comme  couvercle  una 
plaque  de  bois  (.r)  formée  de  deux  moitiés,  et  disposée  de  telle  maniere  (fig.  3  B)  que 
les  bouchons  servant  a  fixer  en  place  le  thermorégulateur  (r')  et  le  thermomètre  (O, 
ainsi  que  le  col  du  ballon  de  fermentation,  soient  maintenus  dans  des  ouvertures  semi- 
circulaires'-). 

Le  ballon  {g)  repose  dans  le  thermostat  sur  un  anneau  de  carton  (/>).  Le  col 
s'ouvre   latéralement   dans   Ie   ballon,   ou   présente    pour   parier   plus   exactement,   une 


')  L'anaérobiose  absolue  semble  seulement  se  trouver  chez  quelques  ferments  des 
matières  albuminoïdes. 

')  Le  thermostat  ici  figure  provicnt  de  feu  A.  Fitz.  Tous  les  'appareils  de  son 
laboratoire  privé  a  Strasbourg  et  sa  belle  collection  de  sels  cristallisés  d'acides  organiques, 
sont  passés,  a  sa  mort  en   1885,  a  la  fabrique  néerlandaise  de  levüre  a  Delft. 
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iiuvcrtiirc  <iui  lui  permet  de  déboucher  a  Textérieur  vers  la  périphérie  du  thermostat. 
Le  convercle  de  bois  reste  ainsi  entièrement  libre  et  peut  servir  a  recevoir  la  cuvette 
a  eau  (y)  et  le  support  de  la  burette  «i  gaz  (r). 

Le  tube  abducteur  du  gaz  (a),  est  rode  a  son  embouchure  et  s'adapte  au  col  du 
ballon.  Il  peut  étre  ferme  au  moven  d'un  robinet  de  verre  ^).  Il  y  a,  lors  de  la  fermen- 
tation  butylique,  a  cause  de  la  formation  de  zooglée,  passage  constant  d'un  mucilage 
bacteriën,  entrainc  par  les  gaz,  dans  la  cuvette  d'eau  (y).  On  se  trouve  donc  en  mesure 
de  recueillir  toujours,  a  l'aide  du  porte-objets,  des  matériaux  pour  l'examen  micros- 
copique.  Il  suffit  pour  cela  de  séparer  le  tube  abducteur  du  col  rode  du  ballon  de  fer- 
mentation.  Mais  il  est  souvent  désirable  d'examiner  de  temps  en  temps  le  liquide  lui 
méme,  soit  par  voie  chimique,  soit  au  microscope.  On  voit  que  le  dispositif  employé 
facilite  beaucoup  un  examen  de  cette  nature.  Il  suffit  a  eet  effet  d'incliner  légèrement 
le  ballon.  Le  liquide  ferme  l'accès  du  col,  et  le  gaz  est  obligé  de  s'accumuler  dans 
l'espace  qui  surmonte  le  mout  en  fermentation.  Au  lieu  de  la  zooglée  et  de  gaz, 
c'est  le  liquide  lui-même  qui  se  trouve  en  ce  moment  refoulc.  On  peut  alors,  soit  en 
mouiller  une  lame  porte-objet  a  l'enibouchure  même  du  col,  soit  le  laisser  entrer 
dans  le  tube  abducteur  et  le  récolter  en  telle  quantité  que  l'on  jugera  désirable.  Si  l'on 
veut  alors  de  nouveau  récolter  les  gaz  de  fermentation,  on  n'aura  qu'a  replacer  Ie 
ballon  dans  sa  position  primitive.  Il  ne  sera  pas  inutile  de  faire  remarquer  que  la 
forme  du  col,  telle  qu'elle  a  été  choisie,  permet  de  tourner  le  tube  abducteur  dans  toutes 
les  directions,  sans  que  celui-ci  cesse  de  se  trouver  a  la  même  distance  verticale  du 
couvercle.  On  remarquera  en  nianipulant  l'appareil  combien  cette  disposition  est  com- 
mode pour  la  récolte  du  gaz. 

Le  recipiënt  (r)  se  compose  de  trois  parties,  séparées  par  deux  robinets,  savoir 
d'une  cloche  pour  la  récolte  du  gaz,  d'un  réservoir  calibré  et  du  tube  abducteur  permet- 
tant  de  conduire  le  gaz  dans  la  burette  d'analyse.  Le  tube  abducteur  doit  étre,  il  est  vrai, 
étroit  pour  se  laisser  recouvrir  sans  peine  d'un  tube  de  caoutchouc,  mais  cependant 
suft'isamment  large  pour  qu'on  puisse  facilement  le  remplir  d'eau,  au  moven  d'une 
pisette,  sans  rencontrer  de  résistance  capillaire.  D'autres  details  de  moindre  impor- 
tance  se  déduiront  de  la  figure. 

Le  remplissage  du  ballon  au  moven  d'un  liquide  de  fermentation  absolument  privé 
d'air  reclame  une  attention  toute  spéciale.  La  fig.  4  montre  comment  on  s'y  prendra 
du  préférence. 

Deux  hains  de  sable  (s,  s''\  sont  places  l'un  a  cótc  de  l'autre.  lis  supportent 
respectivement  le  ballon  de  fermentation  (g)  et  un  ballon  a  ébuUition  ordinaire  (k), 
maintenus  l'un  et  l'autre  en  ébullition  vive  au  moven  de  becs  de  Bunsen  (f.  f').  Un 
tube  de  verre  (a),  réuni  au  ballon  de  fermentation  au  moyen  d'un  tube  de  caoutchouc 
(r),  permet  le  passage  de  l'écume  dans  le  ballon  (k).  Si  toutefois  celui-ci  se  remplit 
trop,  on  soulève  un  instant  le  ballon  de  fermentation  au-dessus  du  bain  de  sable,  et 
Ton  refroidit  en  soufflant  dessus  l'espace  qui  surmonte  le  liquide.  La  vapeur  d'eau  se 
condense;  le  liquide  bouillant  passé  instantanément  de  k  dans  g,  et  remplit  de  nouveau 


')  J'ai  fait  construire  également  des  ballons  soudés  en  une  setile  pièce  au  tube 
abducteur;  mais  j'ai  trouve  cette  disposition  fautivc.  Il  est  égalcment  peu  pratique, 
comme  je  l'ai  essayé,  de  placer  Ie  robinet  sur  k-  trajet  du  col  du  ballon,  et  non  sur 
celui  du  tube  abducteur.  J'ai  employé  cncorc  plusicurs  systèmcs  de  robinets  a  trois 
voies,  mais  je  ne  puis  cependant  en  recommandcr  l'usage. 
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ce  ballon.  Du  moment  que  Ion  considère  l'oxygène  comme  complètement  éliminé,  on 
délivre  Ie  tul)e  (r)  du  tube  de  caoutchouc;  on  ferme  celui-ci  au  moven  d'un  fragment  de 
baguette  de  verre,  tandis  que  l'ébullition  est  encore  vive  et  qu'un  jet  de  vapeur  sort  du 
ballon.  Celui-ci  est  alors  enlevé  du  bain  de  sable  et  mis  a  refroidir.  Il  est  évident 
qu'un  vide  se  forme  en  méme  temps  que  Ie  tube  de  caoutchouc  se  contracte  compfète- 
ment  et  se  bouche.  Cette  fermeture  est  tellement  hermétique  que  dans  un  ballon 
préparé  en  juillet  Ie  vide  s'est  encore  trouvé  conservé  en  octobre,  et  que  j'ai  pu  y 
développer  la.  fermentation  butylique. 


Fig.  4.  Remplissage  du  liallon  a  l'abri 
de  l'air. 
g    Ballon  de   fermentation. 
r    tube  de  caoutchouc. 
a    tube  de  communicatioii. 
k    ballon  d'ébullition. 
s  s'    Bains  de  sable. 
f  f'    becs. 


Fig.  5.   Infection  du  ballon  a  l'abri  de 
l'air. 

g  Liquide  de  fermentation. 

V  V^ide. 

h  Col. 

r  Tube  de  caoutchouc. 

t  Entonnoir  de  verre. 

b  Levain  butylique. 


L'infection  au  moyen  du  levain  butylique  ou  de  bactéries  butyliques  desséchées 
OU  de  colonies  des  mêmes  organismes  doit  encore  avoir  lieu  avec  quelque  prudence.  On 
trouve  fig.  3  la  maniere  dont  on  opérera  avec  Ie  plus  de  succes. 

Après  qu'on  aura  éliminé  l'oxygène  de  la  solution  et  refroidi  celle-ci  a  la  tempéra- 
ture  de  fermentation,  on  maintiendra  ferme  avec  les  doigts  Ie  tube  de  caoutchouc  (r), 
d'ailleurs  déja  comprimé  par  la  pression  atmosphérique;  on  enlève  alors  Ie  bout  de 
baguette  de  verre  et  l'on  glisse  a  la  place  un  entonnoir  stérilisé  (t)  dans  l'extrémité 
supérieure  du  tube.  Si  l'on  se  propose  d'ensemencer  a  l'aide  de  levain  butylique,  on 
versera  celui-ci  dans  l'entonnoir  de  maniere  que  l'air  puisse  s'échapper  par  la  partie 
supérieure  du  tube  de  caoutchouc.  On  diminue  alors,  a  l'aide  des  doigts,  la  pression 
de  telle  maniere  qu'un  peu  du  levain  puisse  pénétrer  de  Tentonnoir  dans  Ie  ballon; 
puis  on  ferme  de  nouveau  complètement  par  une  pression  nouvelle  l'accès  de  l'air,  on 
éloigne  l'entonnoir  et  l'on  enfonce  Ie  bouchon  de  verre  dans  la  partie  supérieure  du 
tube  de  caoutchouc.    Si  l'on  veut  ensemencer  au  moyen  de  bactéries  sèches,  de  colonies 


M.  W,  B  eij  e  ri  nek,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel. 
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bactériennes,  ou  d'autres  matériaux  quelconques,  on  remplit  l'entonnoir  d'un  peu  d'eau 
stérilisée  et  bouillie,  tenant  en  suspension  la  matière  destinée  a  l'ensemencement,  et 
l'on  opère  d'ailleurs  comme  ci-dessus.  On  porte  Ie  ballon  dans  Ie  thermostat,  et  quand 
la  production  d'écume  et  de  gaz  deviennent  si  intenses  que  Ie  bouchon  de  verre  est 
presque  expulsc,  on  enlève  vitement  Ie  tube  de  caoutchouc  et  l'on  adapte  ie  tube  ab- 
ducteur  au  col  rode  du  ballon.  Si  la  quantité  de  substance  d'ensemencement  n'a  pas 
été  trop  faible,  la  fermentation  commence  tuut  de  suite,  et  au  bout  de  six  a  huit  heures 
il  règne  dans  Ie  ballon  une  pression  assez  forte  pour  qu'on  puisse  y  adapter  Ie  tube 
abducteur  sans  devoir  craindre  l'accès  de  l'air. 


§  6.    Marche  de  la  fermentation   butylique.     Fornie  et   motilité 

du   ferment  butylique. 

Te  supposerai  que  la  fermentation  se  passé  dans  un  liquide  de  la  nature  décrite 
ci-dessus,  a  réaction  presque  neutre;   peut-être  très-légèrement  acide,  présentant  une 

densité  en  extrait  d'environ  lo  degrés  sac- 
charométriques,  renfermant  teut  au  plus  i 
a  3  %  de  glucose,  et  riche  en  maltose,  en 
maltodextrine  et  en  peptones  du  malt.  La 
température  de  fermentation  est  de  30  a 
35''  C;  Ie  processus  s'affaiblit  vers  40"  C; 
peut-être  38 "  C.  représente-t-il  un  optimum 
pour  la  vitesse  de  la  production  d'hydrogène 
et  d'acide  carbonique. 

L'élimination   absolue   de   l'oxygène  des 

ballons  de  fermentation  ne  pourra  sans  doute 

jamais  s'opérer  par  l'ébullition,  et  devra  se 

faire  par  l'activité  même  des  bactéries.   Nous 

avons  vu  d'ailleurs   que  la  fermentation  peut 

commencer    malgré    qu'il    y    a    encore    des 

traces    d'oxygène    en    présence.    Mais  il   est 

tris-remarcable,  comme  il  a  été  dit  au  §  5, 

que    la    forme    des  bactéries    est  déterminée 

par  ces  circonstances,    de  sorte  que    l'on    distinguera  une  »forme  a   oxygène«  et 

une  »forme  anaérobie«  du  ferment  butylique.  Nous  pourrons  appeler  cette  dernière, 

vu  ses  caractères  morphologiques,  la  forme  clostridienne. 

Si  Ie  développement  de  la  forme  a  oxygène  s'est  fait  sous  l'influence  d'une  quantité 
très-petite  de  eet  clément,  elle  n'est  représentée  que  par  des  batonnets  a  motilité  vive, 
très-semblables  au  Bacillus  subtüis,  mais  en  difïérant  par  ce  que  les  individus  con- 
stituant  les  chaines  de  bactéries  sont  très-courts  (fig.  6),  et  par  la  présence  de  »granu- 
lations«  particulières  dans  l'intérieur  des  batonnets.  On  trouve  d'ordinaire  tous  les 
batonnets  en  train  de  se  mouvoir  vivement,  mais  les  mouvements  peuvent  sans  cause 
bien  tranchée  s'arrêter  chez  quelques-uns  des  individus  ou  bien  chez  tous.  L'étude  de 
la  motilité  des  batonnets  qui  sont  restés  longtemps  mobiles,  sous  Ie  couvre-objet,  en 
présence  de  l'air,  montre  que  les  mouvements  cessent  quand  l'oxygène  fait  absolumcnt 
défaut,  dans  une  atmosphère  d'hydrogène  par  exemple,  mais  reprennent  quand  l'oxy- 


Fig.  6.   (Zeiss,  F.  2.  Gross.700.)   Forme 

a  oxygène  du  Granulobacter  butylicum. 

Les    mouvements    sont    indiqués    par 

des  flèches. 
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gêne  a  de  nouveau  libre  acces,  et  peuvent  menie  continuer  pendant  quelque  temps 
quand  la  pression  est  devenue  egale  a  celle  de  l'atmosphère.  Mais  dans  cette  dernière 
circonstance  il  perdent  bientót  totalement  leur  motilité. 

On  peut  observer  dans  ces  mênies  préparations  que  les  bntonnets  mobiles  ne  peu- 
vent supporter  qu'une  tension  d'oxygène  très-basse  et  qu'ils  se  rassemblent  après  quel- 
que temps  au  milieu  du  champ  formé  par  Ie  couvre-objet.  J"ai  appelé  a  une  autre 
occasion  *)  cette  »figure  de  respiration«  Ie  »type  anaérobie«,  contrastant  avec  les  «type 
aréobie«  et  »type  spirille«,  dccouverts  par   M.  E  n  g  e  1  ni  a  n  n -). 

Si  pendant  leur  développement  les  batonnets  ont  été  soumis  au  maximum  de  ten- 
sion d'oxygène  encore  compatible  avec  leur  croissance,  tous  demeurent  absolument  en 
repos.  Ce  sont  surtout  les  colonies  en  culture  pure  sur  gelatine,  sur  un  milieu  qui 
retient  si  facilement  un  peu  d'oxygène,  qui  se  montrent  composées  de  eet  état  immobile. 
Souvent  il  y  apparait  de  longs  filaments  absolument  ditïcrents  des  batonnets  butyliques 
ordinaires.  Je  déduis  de  cette  dernière  circonstance  que  la  motilité,  montrée  en  pré- 
sence  d'oxygène  par  des  préparations  fraiches  provenant  d'un  liquide  en  voie  de  fer- 
mentation,  n'est  qu'un  phénomène  passager,  malgré  qu'il  puisse  se  prolonger  pendant 
des  heures. 

Les  clostridiums  qui  prennent  naissance  a  l'abri  complet  d'oxygène  peuvent,  a 
l'inverse  de  la  forme  aérobie,  se  trouver  en  mouvement  assez  vif,  aussi  bien  au  centre 
du  liquide  de  fermentation  qu'en  présence  d'oxygène,  comme  des  bactéries  aérobies 
ordinaires.  Les  mouvements  que  l'on  observe  en  l'absence  d'oxygène  sont  d'une  nature 
particuliere  et  se  distinguent  de  la  motilité  en  présence  de  ce  gaz  par  ce  que  les  bac- 
téries ne  montrent  que  peu  de  tendance  a  changer  de  place,  et  ne  nagent  en  divers  sens 
et  n'oscillent  que  dans  un  espace  restreint. 

J'opère,  pour  faire  une  observation  absolument  correcte,  de  Ia  maniere  suivante. 

Quand  je  suis  en  possession  d'une  liqueur  en  fermentation  bien  vigoureuse,  d'oü 
s'échappe  une  zooglée  riche,  j'éloigne  Ie  tube  abducteur  et  je  glisse  a  la  place  un  tube 
de  caoutchouc  sur  Ie  col  du  ballon.  L'autre  bout  du  tube  s'adapte  a  une  chambre  de 
verre  de  G  e  i  s  s  1  e  r  rétrécie  en  son  centre  en  un  espace  capillaire  et  reposant  sur  la 
table  du  microscope').  La  zooglée  doit  alors  traverser  la  chambre  et  s'écouler  par 
l'autre  extrémité  oü  l'on  a  adapté  un  autre  tube  de  caoutchouc.  Ces  deux  tubes  soat 
fermés  par  des  pinces,  qui,  quand  elles  sont  fermées,  maintiennent  la  zooglée  en  repos 
et  en  permettent  l'examen  au  microscope. 

On  peut  admettre,  je  pense,  avec  pleine  certitude  qu'une  telle  disposition  permet 
de  chasser  de  la  chambre  de  verre  même  les  dernières  traces  d'oxygène.  Cela  durera 
sans  doute  un  certain  temps,  a  cause  de  la  forme  particuliere  même  de  la  chambre,  oü 
Ie  courant  périphérique  ne  peut  entrainer  que  lentement  Ie  liquide  retenu  dans  l'espace 
capillaire  central.  Mais  il  ne  semble  pas  douteux  que  finalement  les  dernières  traces 
d'oxygène  devront  être  entrainées.  Le  mouvement  des  bactéries  peut  donc  être  pro- 
voqué  non-seulement  par  l'oxygène  libre,  mais  encore  par  une  réserve  d'oxygène  solide 
fixée  dans  le  protoplasme,  et  demeurant  inaltérée  même  dans  un  milieu  privé  de  ce  gaz. 


')  Centralblatt  f.  Bacteriologie,  Bd.  14,  pag.  841,  1803. 

=  )    Botaii.  Zeiluitg  1881,  pag.  441;   1882,  pag.  338  et  1888,  pag.  606. 

')  C'est  donc  presque  la  même  disposition  employee  par  M.  Pasteur  dans  ses 
»Etudes  sur  la  bière»  p.  288,  1876.  On  peut  se  procurer  l'appareil  chez  M.  .'M  v  e  r  g  n  i  a  t , 
Paris,  10  Rue  Sorbonne.  Catalogue  1887,  No.  185,  p.  59. 
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Le  résultat  principal  fourni  par  cette  expérience,  c'est  donc  la  démonstration  du 
fait  que  méme  en  l'absence  complete  d'oxygène,  le  mouvement  de  la  substance  vivante 
reste  possible.  Toutes  les  théories  qui  rapportent  les  mouvements  protoplasmiques  en 
général  a  l'affinité  pour  l'oxygènei)   sont  donc  par  la-méme  réfutées. 

Les  »figtires  de  respiration«  dites  »anaérobies«  sous  couvre-objet  peuvent  être 
observées  aussi  et  très-facilement  avec  les  clostridiums,  sans  les  moindres  précautions 
particulières. 

Ouelle  peut  être  la  signification  biologique  de  ces  mouvements ;  quelle  est  leur 
utilité  pour  l'organisme  anaérobie  ?  Il  nous  taudra,  pour  résoudre  ces  questions,  songer 
je  crois  non  seulement  a  >raérotaxiec  de  M.  E  n  g  e  1  m  a  n  n  mais  encore  aux  déplace- 
ments  chimiotactiques  découverts  par  M.  Pief  f  er-),  et  nous  représenter  que  les 
clostridiums  répondent  par  des  mouvements  a  lexcitation  provoquée  par  de  légères 
variations  de  concentration  de  leur  milieu  nutritif,  aussi  bien  dans  la  tension  de 
Toxygène  que  dans  la  concentration  des  aliments  organiques  et  des  phosphates,  et 
recherchent,  au  milieu  de  ce  mélange  complexe  de  circonstances,  celles  qui  leur  sont 
le  plus  favorables. 

Pourtant  les  recherches  a  faire  dans  cette  direction  avec  les  microbes  anaérobies 
sont  très-subtiles  et  a  peine  ébauchées.  D'autres  bactéries,  plus  faciles  a  manipuler, 
et  particulièrement  l'espèce  que  j'ai  appelée  Bacillus  perlibratus  (1.  c),  nous  donneront 
probablement  dans  la  suite  des  indications  précises. 

La  forme  a  oxygène  du  ferment  butylique  se  rencontre  également  bien  dans  les 
liqueurs  infectées  au  moyen  du  ferment  et  dans  les  cultures  sur  gelatine.  Les  moüts 
mis  en  fermentation  par  l'addition  d'un  levain  butylique  brut,  généralement  mélange 
de  Bacillus  subtilis,  peuvent  renfermer  dans  les  premiers  stades  cette  bacterie,  aérobie 
il  est  vrai,  mais  qui  ne  reclame  pas  beaucoup  d'oxygène.  Il  importe  d'appeler  l'atten- 
tion  sur  ce  fait  parce  que  la  forme  a  oxygène  du  ferment  butylique  ressemble,  comme 
nous  l'avons  vu,  beaucoup  au  Bacillus  suhtilis,  de  maniere  qu'il  ne  parait  pas  impossible 
de  les  confondre.  On  emploiera  donc  de  préférence  des  cultures  pures  pour  étudier  la 
forme  a  oxygène.  On  conqoit  d'ailleurs  sans  peine  que  des  espèces  aérobies,  telles  que 
le  Bacillus  subtilis,  ne  pourront  se  développer  longtemps  dans  les  liqueurs  dont  la  fer- 
mentation devient  de  plus  en  plus  intense.  Mes  nombreuses  cultures  sur  gelatine,  pro- 
venant  de  liqueurs  de  cette  nature,  ont  montré  i  l'évidence  que  si  même  elle  est 
présente  a  l'origine,  Tespèce  citée  ne  tarde  pas  a  disparaitre  complètement,  si  complè- 
tement  même  que  je  dois  admettre  qu'elle  a  péri.  Même  le  Gr.  Polymyxa,  cette  espèce 
précédemment  citée  comme  un  hóte  passablement  constant  des  levains  butyliques,  et 
temporairement  anaérobie  comme  la  levüre  de  bière  quoique  a  un  degré  moindre,  — 
même  eet  organisme  disparait  rapidement  des  fermentations  butyliques  proprement 
dites.  L'examen  bactériologique  montre  que  cette  auto-purification  du  liquide  en  voie 
de  fermentation  est  a  peu  prés  terminée,  pour  ce  qui  regarde  les  deux  organismes  men- 
tionnés,  au  moment  oü  la  forme  a  oxygène  en  batonnet  du  ferment  butylique  est  rem- 
placée  plus  ou  moins  complètement  par  les  clostridiums.  A  partir  de  ce  moment,  et 
malgré  la  grande  diversité  de  forme  des  individus  pris  isolement,  l'examen  au  micros- 


')  M.  Verworn,  Die  Bewegung  der  lebenden  Substanz.  Jèna  1892. 
')  Die  chemotactischen  Bewegungen  von  Bacteriën.  Flagellaten   und  Volvocinëen, 
Tübinger  l'nters.  XI.  p.  582,  1888. 
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en  granulose.  EUes  varient  encore  davantage  au  point  de  vue  de  la  présence  ou  de  l'ab- 
sence  de  spores,  et  quant  a  la  forme  et  aux  diniensioiis  de  ces  deniières.  Parfois  tout  est 
en  train  de  se  mouvoir  avec  vivacité;  parfois  au  contraire  il  règne  un  repos  absolu,  et 
eet  état  se  prolonge  pendant  douze  heures  et  plus,  tandis  que  la  zooglée  épaisse  s'écoule 
sans  interruption  par  Ie  col  du  ballon  et  Ie  tube  abducteur.  La  richesse  en  formes  de 
ces  liqueurs  est  telle,  qu'a  peine  deux  bactéries  se  ressemblent  complètement.  Il  serait 
donc  superflu  de  donner  des  détails,  et  je  me  contente,  comme  je  l'ai  dit,  de  renvoyer 
aux  fig.  7  et  8,  en  guise  d'exemples.  La  fig.  7  représente,  il  est  vrai,  un  levain  butyli- 
que  typique  (les  fragments  de  farine  étant  toutefois  laissés  de  cóté),  mais  des  combi- 
naisons  pareilles  se  rencontrent  sans  peine  dans  les  »fermentations  principales.« 

L'organisation  interne  du  ferment  butylique  est  très-caractéristique,  et  je  crois 
qu'on  peut  distinguer  dans  Ie  corps  de  la  bacterie  différents  organes.  C'est  ainsi  que 
la  granulose  s'accumule  dans  une  certaine  partie  déterminée  du  corps,  a  la  vérité  d'une 
forme  très-variable  ^).  La  spore  apparait  également  dans  une  région  spéciale  et  est 
entourée  d'un  espace  aréolaire,  comme  on  Ie  voit  aussi  dans  les  figures  de  d  e  B  a  r  y  du 
G.  saccharuhutyricum  ^)  et  dans  les  miennes.  Au  centre  se  trouve  un  espace,  que  je 
considère  comme  une  vacuole  parce  que  Ie  contenu  en  est  si  mou  que  des  parcelles  qui 
i'y  rencontrent  accidentellement  sont  mobiles.  Cet  espace  n'est  visible  qu'avec  l'emploi 
de  rimmersion  homogene,  et  encore  dans  quelques  cas  bien  favorables  seulement  et 
chez  un  petit  nombre  de  bactéries  vivantes.  Il  devient  particulièrement  évident  quand 
l'organe  a  granulose  y  fait  saillie  sous  forme  d'un  appendice  allongé.  Quand  cela  ar- 
rive,  ce  prolongement  exécute  dans  l'intérieur  de  l'espace  des  mouvements  passifs, 
quand  Ie  clostridium  se  déplace  ou  se  recourbe.  Ceci  fournit  une  démonstration  évi- 
dente que  Ie  centre  de  la  bacterie  est  de  consistance  très-moUe,  peut-être  même  liquide; 
sinon  un  corps  si  délicat  comme  Ie  prolongement  protoplasmique  de  l'organe  a  granu- 
lose ne  pourrait  pas  absolument  y  présenter  de  phénomènes  d'inertie. 

Les  spores  du  ferment  butylique  appartiennent  aux  spores  bactériennes  les  plus 
volumineuses  connues  jusqu'a  présent.  Elles  mesurent  très-souvent  jusque  2  fi  de 
longueur  sur  i  (^  d'épaisseur.  Elles  sont  de  forme  elliptique  ou  cylindrique,  a  extrémi- 
tés  arrondies.  Leurs  dimensions  permettent  de  les  reconnaitre  même  au  milieu  de 
spores  de  la  bacterie  du  foin.  Elles  liquéfient  leurs  parois  a  la  germination  ou  les 
transforment  en  mucilage,  comme  on  peut  l'observer  sous  Ie  couvre-objet  paraffine 
dans  une  goutte  ile  mout.  Une  rupture  violente  de  la  paroi  n'a  certainement  pas  lieu, 
et  ce  fait  les  distingue  de  spores  du  Bacillus  subtilis,  dont  la  germination  est  si  bien 
connue  par  les  recherches  de  de  B  a  r  y  et  de  M.  B  r  e  f  e  1  d. 

Le  protoplasme  hyalin  des  cl,ostriiliums  butyliques  renferme  des  granules  ou 
microsomes;  je  n'ai  pu  y  observer  de  noyau  cellulaire. 

§7.    Présence  d'o  xygène  combine  dans  les  moüts  en  ferme  n- 
tation.     Phénomènes    qui    terminent    le    processus. 

Jamais  je  n'ai  observé  de  culture  butylique  (et  jamais  non  plus  de  colonie  sur 
gelatine),  qui  ne  présentat  pas  de  batonnets  et  fut  exclusivement  composée  de  clostri- 


')   La  même  chosc  a  licu  pour  » l'organe  slycogénique»;   du  Saccharomyces  ainsi  que 
pour  les  »amyloplastcs«   des  Algues  vertes  inférieures,  telles  que  le  Rcnre  Chlorella. 
•)   Voir  pag.  8  Note  i. 
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diums.  Quelle  que  puisse  être  Ia  cause  de  la  naissance  de  cette  dernière  forn.e,  cette 
cause  ne  peut  agir  unifornnment  sur  toutes  les  bactéries  renfermées  dans  uiie  liqueur 
en  fermentation.  Cette  liqueur  elle-même  ne  présente  pas  dans  sa  masse  de  différences 
capables  d'expliquer  une  maniere  d'être  si  remarquable,  et  il  faut  donc  en  chercher  la 
raison  dans  des  circonstances  d'origine  interne.  Il  est  certain  que  ces  circonstances 
sont  de  nature  passagere  et  peuvent  être  amenées  a  se  renverser.  On  peut  se  con- 
vaincre  en  eft'et  que  les  batonnets  et  les  clostridiums,  transportcs  sur  gelatine,  peuvent 
donner  des  cultures  identiques  a  la  semence  même,  ou  tout  au  contraire  les  batonnets 
peuvent  produire  des  clostridiums,  les  clostridiums  des  batonnets.  Mêmes  les  spores 
se  transforment  a  la  germination,  suivant  les  circonstances,  soit  en  batonnets  soit  en 
clostridiums.  Je  ne  puis  m'empêcher  de  croire  que  cette  différence  de  forme  dépend  ou 
bien  de  la  possibilité  d'un  processus  de  réduction  ou  bien  de  l'absorption  directe  de 
l'oxygène  dissous  et  de  son  accumulation  dans  les  batonnets.  Cette  conclusion  est 
précisément  amenée  par  l'existence  de  la  forme  »a  oxygène«  et  de  la  forme  clostri- 
dienne  du  ferment. 

Une  liqueur  qui  montre  une  telle  fécondité  dans  la  production  de  substance  vi- 
vante,  et  dans  laquelle  les  phénomènes  morphologiques  des  bactéries  rendent  probable 
une  certaine  action  de  l'oxygène,  peut-elle  être  néanmoins  regardée  comme  absolument 
exempte  d'oxygène  dissous?  Je  me  suis  souvent  posé  cette  question  et  j'ai  essayé  de 
diverses  manières  d'arriver  a  une  conclusion  certaine.  La  chose  est  du  plus  haut  in- 
térêt  théorique,  car  il  ne  'sagit  de  rien  nioiiis  que  de  la  dénionstration  du  fait  s'il  y  a 
une  anaérobiose  continue,  infinie,  ou  si  encore  dans  ce  cas,  de  même  que  chez  la  levüre 
de  bière,  elle  n'est  que  passagere  'J. 

Il  faut  répondre  comme  suit.  La  levüre  de  bière  ne  peut  donner,  en  l'absence 
d'oxygène  libre,  mais  dans  les  circonstances  d'alimentation  les  plus  favorables  d'ail- 
leurs,  que  quelques  divisions  cellulaires  (vingt  a  trente)  et  cesse  alors  de  se  développer 
et  de  fermenter.  Elle  finit  par  périr  en  même  temps  que  ses  cellules  se  rompent.  Il  en 
est  tout  autrement  chez  Ie  ferment  butylique.  La  même  liqueur  fermentescible,  dans 
laquelle  la  levüre  de  bière  se  développerait  et  fermenterait  abondamment  en  présence 
d'oxygène,  mais  périrait  sans  eet  element,  permet  un  développement  et  une  fermen- 
tation indéfinis  du  ferment  butylique,  alors  même  que  l'oxygène  fait  absolument  défaut. 
J'ai  mis  en  action  sept  fermentations  successives,  a  l'abri  Ie  plus  complet  possible 
d'oxygène,  en  me  servant  pour  l'inoculation  de  matériaux  empruntés  chaque  fois  a 
l'expérience  précédente,  et  la  septième  fermentation  ne  présentait  pas  tracé  de  dimi- 
nution  d'intensité  ni  aucune  particularité  saillante.  Ceci  veut  donc  dire  que  plusieurs 
millions  de  divisions  cellulaires  peuvent  se  succéder  sans  interruption,  a  l'abri  complet 
de  l'oxygène. 

Lafermentation butylique  n'est  pas  contrariée  par  l'indigosulfate  neutre  de  sodium. 
L'addition  de  ce  sel,  avant  l'ébullition,  au  liquide  de  fermentation,  donne  une  solution 


')  Je  dois  observer  ici  qu'il  y  a  deux  classes  d'anaérobics  obligatoires.  La  première 
classe  est  représentée  par  Ie  ferment  butylique,  qui  absorbe  lui-mêmc  les  dernières  traces 
d'oxygène  dissous.  La  seconde  classe  comprend  par  exemplc  quelques  ferments  de  putré- 
faction  des  peptones  et  Ie  ferment  de  la  réduction  des  sulfates;  c'est  seulement  quand 
on  emploie  les  moyens  les  plus  puissants  d'élimination  de  l'oxygène  que  leur  culture 
réussit.  Il  est  bien  entendu  que  je  ne  m'occupe  dans  ces  pages  que  de  la  première  de 
ces  deux  classes. 
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colorée  en  bleu  foncé.  Or  nous  savons  que  les  bactéries  butyliques  possèdent  un  pou- 
voir  réducteur  intense  et  l'on  voit  en  effet,  aussitót  que  la  fermentatoin  s'ctablit, 
l'indigo  bleu  se  transformer  en  indigo  blanc.  Je  considère  ce  phénomène  comme  ini 
indice  certain  qu'il  ne  peut  plus  y  avoir  d'oxygène  libre  en  présence,  et  cependant 
c'est  a  partir  de  ce  moment  que  la  fermentation  acquiert  toute  son  intensité. 

On  objectera,  il  est  vrai,  que  les  bactéries  doivent  avoir  consommc  auparavant  la 
très-faible  quantité  d'oxygène  disponible,  et  peuvent  vivre  longtemps  peut-être  a  ses 
dépens.    Voici  comment  j'écarte  cette  objection. 

Le  réactif  de  Schützenberger,  rhydrosulfite  de  sodium  (SOn  Na^)  est  un 
puissant  agent  réducteur,  qui  possède  la  propriété  de  ne  pas  agir  comme  toxique  a 
l'égard  du  ferment  butylique  et  de  ne  pas  se  décomposer  a  l'ébullition.  J'ai  donc  ajouté 
a  ma  liqueur  de  fermentation  de  l'indigosulfate  de  sodium,  et  de  l'hydrosulfite  en  quan- 
tité suffisante  pour  réduire  complètement  le  bleu  d'indigo  a  l'état  d'indigo  blanc.  Un 
léger  exces  d'hydrosulfite  empêche  la  solution  de  se  bleuir  par  l'agitation  au  contact 
de  l'air.  Ce  liquide  plus  que  reduit  s'est  cependant"  montré  très-propre  a  la  fermen- 
tation butylique,  et  je  crois  donc  démontré  que  le  ferment  en  question  est  capable  de 
se  développer  indéfiniment  en  l'absence  d'oxygène  dissous  •). 

je  ne  veux  pas  abandonner  cette  question  sans  avoir  examiné  d'un  peu  plus  prés 
comment  se  comporte  «I'oxygène  combine». 

Toutes  les  fermentations  vigoureuses  oü  prend  naissance  de  l'alcool  butylique  ont 
été  obtenues  a  l'aide  de  moiit  de  malt  d'orge.  Or  nous  savons  depuis  M.  Pasteur-) 
que  le  mout  ne  dissout  pas  seulement  physiquement  une  quantité  considérable  d'oxy- 
gène, mais  la  retient  en  partie  chimiquement  combinée,  de  telle  sorte  qu'on  ne  peut 
l'éloigner  par  rébullition.  Cependant  d'après  M.  Pasteur  la  leviire  aurait  le  pouvoir 
d'employer  eet  oxygène  combine.  S'il  en  est  réellement  ainsi,  le  ferment  butylique 
sera  d'autant  plus  apte  a  exercer  cette  fonction  qu'il  reduit  si  énergiquement  certaines 
substances  du  milieu  fermentescible,  a  l'égard  desquelles  la  levüre  est  entièrement  in- 
active,  par  exemple  les  nitrates').  Je  ne  suis  pas,  quant  a  moi,  persuadé  que  la  levüre 
pourrait,  comme  le  pense  M.  Pasteur,  employer  l'oxygène  combine  a  entretenir 
ses  combustions  vitales,  mais  je  crois  la  conclusion  de  M.  Pasteur  absolument 
fondée  pour  ce  qui  concerne  le  ferment  butylique.  Cet  organisme  peut.  a  nion  avis, 
grace  a  son  pouvoir  réducteur,  atteindre  ce  que  d'autres  organismes  doivent  a  leur 


')  J'examinerai  a  une  autre  occasion  comment  se  compurti-  Ia  levüre  nlcooliquc  a 
regard  d'un  pareil  milieu  reduit   (voir  aussi   §  12). 

')  Etudes  sur  la  bièrc,  p.  357.  Paris  1876.  lln  litre  de  mout  de  bière  di.ssout  d'après 
Pasteur  "cm'  d'oxygène  libre  et  en  combine  chiniJQuement  41  cm",  c'est-a-dirc  a  peu 
prés  six  fois  autant. 

')  L'exposé  des  cxpériciices  de  M.  Pasteur  (1.  c.  p.  364)  m'a  fait  songer  aux  diffi- 
cultcs  suivantes.  L'hydrosulfite  de  sodium  sert  a  titrer  roxy^iènc  dissous;  Tindigosulfate 
de  sodium  sert  d'indicateur,  et  est  lui-niême  reduit  a  l'état  d'indiso  blanc  par  l'liydro- 
sulfite.  I.a  levüre  toutcfois  ne  se  comporte  pas  comme  réducteur  a  l'égard  do  l'indigo- 
sulfate de  sodium.  Elle  pourrait  cependant,  d'après  M.  Pasteur,  consommcr  l'oxygène 
combine  du  mout,  donc  réduire  un  corps  déterniiné  (luoique  inconnu  du  liquide.  L'hydro- 
sulfite de  sodium  au  contraire,  ipii  agit  a  l'ég.ird  de  l'indigo  comme  un  réducteur  si 
énergiciue,  ne  pourrait  emprunter  au  inoüt  que  l'oxygène  dissous.  Ceci  me  semble  être 
une  contradiction,  que  l'on  fcra  disparaitre  en  refusant  a  la  levüre  le  pouvoir  de  con- 
soinnier   l'oxygène   tenu   en   conibinaison    dans   le   nioüt. 
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respiration  acrienne,  c'est-a-dire  l'entretien  de  leur  énergie  vitale.  Cest  un  fait  acquis 
que  les  rares  anacrobies  obligatoires  cimnus  jusqu'a  présent  et  doués  du  pouvoir  fer- 
mentateur  ne  Ie  peuvent  que  s'il  y  a  des  substances  réductibles  dans  Ie  milieu  oü  ils  vi- 
vent,  et  que  l'on  peut  démontrer  chez  ces  formes  un  pouvoir  riducteur  constant. 

Mais  revenons  a  notre  sujet  plus  immédiat. 

Ie  ne  puis  indiquer  un  moment  déterminé,  caractérisant  la  fin  de  la  fermentation 
butylique.  Le  vif  dégagement  de  gaz  qui  accompagne  Ie  développement  abondant  des 
bactéries,  dure,  suivant  les  circonstances,  de  deux  a  trois  jours.  Au  bout  de  trois  jours 
cependant  tout  développement  uitérieur  est  a  peine  sensible,  et  la  production  d'alcool 
butylique  cesse  également.  La  production  de  gaz  au  contraire  peut  continuer  encore  des 
semaines  entières  a  la  température  ordinaire.  Pendant  que  cette  fermentation  secon- 
daire s'accomplit,  le  liquide  devient  de  plus  en  plus  fluide,  et  l'image  microscopique 
montre  que  les  bactéries  disparaissent  en  partie.  L'organe  a  granulose  ainsi  que  le 
protoplasme  incolore  diminuent  considérablement  de  volume,  et  l'on  peut  avoir  de  la 
difficulté  a  montrer  encore,  dans  des  cultures  conservées  un  certain  temps,  Ia  pré- 
sence,  au  moven  de  l'iode,  de  la  granulose.  Les  spores  restent  naturellement  inal- 
térées,  mais  perdent  au  bout  d'un  an  leur  pouvoir  de  germination.  Tous  ces  phéno- 
mènes,  a  l'exception  de  la  fermentation  secondaire,  sont  peut-étre  indépendants  de  la 
présence  ou  de  l'absence  d'oxygène,  et  peuvent  tenir  simplement  a  la  disparition  des 
substances  nutritives.  La  fermentation  secondaire  au  contraire  semble  exiger  des  tra- 
ces d'oxvgène  libre,  peut-étre  parce  que  les  matiéres  réductibles  ont  disparu. 


§  8.    Sur  les  gaz  de  la  fermentation  butylique  et  sur  l'alcool 

butylique. 

Les  formes  aérobies  des  Granulobacters  jouent  le  róle  principal  dans  les  fermen- 
tatiuns  spontanees  des  bouillies  de  farine  crue  qui  s'observent  journellement  dans  la 
pratique  et  provoquent  le  dégagement  tumultueux  de  gaz  qui  les  caractérisent.  Je 
pourrais  donc  commencer  tout  naturellement  par  la  description  de  ces  phénomènes.  Je 
préféré  cependant  renvoyer  ceci  a  une  autre  occasion,  et  trailer  ce  point  a  propos  de 
l'historie  du  Granulobacter  saccharobutyricinn  et  du  ferment  lactique.  Cela  m'en- 
trainerait  trop  loin,  en  efïet,  de  m'étendre  aussi  longuement  que  leur  importance 
1'exige,  sur  les  phénomènes  particuliers  que  l'on  observe  a  ce  propos;  d'autant  plus 
que  tout  ce  que  l'on  a  publié  jusqu'a  présent  sur  les  bactéries  de  la  pate  de  pain  n'a 
guère  de  signification.  Les  points  qui  intéressent  réellement  aussi  bien  la  pratique 
que  la  science  n'ont  pas  même  été  effleurés,  et  la  question  ne  saurait  donc  étre  résolue 
en  peu  de  mots. 

La  production  de  gaz  accompagnant  la  fermentation  butylique  est  trés-violente. 
Il  ne  faut,  quand  on  se  sert  de  ballons  d'un  litre,  que  quelques  heures  pour  récolter 
plusieurs  centaines  de  centimètres  cubes  de  gaz.  Il  est  donc  facile  de  faire  en  un  petit 
nombre  de  jours  une  série  entière  d'analyses.  Comme  on  ne  peut  songer  a  atteindre 
ici  le  plus  haut  degré  de  précision,  on  se  servira  avec  succes  de  la  methode  de 
II  e  m  p  e  1  et  de  pipettes  a  boules.  Le  premier  résultat  auquel  on  arrive,  c'est  que  de- 
puis  le  début  jusqu'a  la  fin  de  la  fermentation  les  gaz  ne  se  composent  que  d'hydrogène 
et  d'acide  carbonique,  et  se  laissent  donc  complétement  absorber  par  le  noir  de  palla- 
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clium  et  la  potasse  caustique.    Il  iie  reste,  après  l'absorption  de  ces  éléments,  pas  tracé 
de  tncthane  ou  d'autres  hydrocarbures  ^). 

Aussi  l(iii<;temps  que  la  forme  »a  oxygène«  du  ferment  butylique  prcdomine  dans 
les  fernientations,  Ic  volume  d'hydrogène  dépasse  de  beaucoup  celui  de  l'acide  carboni- 
que.  Dans  ce  premier  stade  du  processus,  coïncidant  toujours  avec  la  présence  dans  les 
moüts  d'une  quantité  plus  ou  moins  grande  de  glucose,  la  composition  moyenne  des 
gaz  produits  correspond  a  CO2  -\-  4  H2,  c'est-a-dire  un  volume  d'acide  carbonique  sur 
quatre  volumes  d'hydrogène. 

Du  moment  que  Tanaérobiose  devient  plus  complete  la  teneur  des  gaz  en  hydro- 
gène  devient  plus  forte.  Quand  la  fermentation  est  pleinement  en  train,  c'est-a-dire 
quand  les  bactéries  se  développent  Ie  plus  rapidement  et  que  Talcool  butylique  se  pro- 
duit  en  quantité  Ie  plus  considcrable,  Ie  rapport  des  volumes  est  CO2  +  H2,  c'est-a- 
dire  volumes  égaux.  Cette  proportion  peut  se  conserver  dans  les  stades  suivants,  ou 
bien  l'augmentation  relative  de  la  quantité  d'acide  carbonique  continue.  Si  cette  der- 
nière  éventualité  se  réalise,  la  composition  qui  s'observe  finalement  correspond  a  5 
COa-f-T/j,  c'est-a-dire  cinq  fois  plus  d'acide  carbonique  que  d'hydrogène.  Dans  Ie 
cours  des  fermentations  secondaires,  surtout  celles  qui  s'établissent  a  basse  tempéra- 
ture,  la  teneur  des  gaz  en  hydrogène  augmente  de  nouveau  légèrement. 

Il  est  remarquable  que  des  colonies  différentes  provenant  d'une  même  culture 
pure  ne  donnent  pas,  ensemencées  dans  des  moüts  de  composition  identique,  les 
mêmes  résultats  au  point  de  vue  de  la  composition  des  gaz  formés.  Je  ne  puis  dire 
avec  certitude  comment  il  faut  expliquer  ce  phénomene,  niais  je  crois  qu'il  est  provo- 
qué  par  la  prédominance  dans  les  colonies  de  l'une  ou  de  l'autre  forme,  clostridienne 
ou  a  oxygène,  du  ferment  butylique.  Je  dois  cependant  faire  remarquer  que  même  dans 
Ie  stade  initial  de  la  fermentation  pendant  lequel  la  forme  a  oxygène  possède  encore  la 
prépondérance,  l'indigosulfate  de  sodium  est  déja  reduit  a  l'état  d'indigo  blanc.  Si 
donc,  ce  que  je  considère  comme  probable,  c'est  la  présence  ou  l'absence  d'oxygène 
qui  cause  les  variations  dans  Ie  rapport  des  gaz  produits,  c'est  la  réserve  d'oxygène 
solide  du  plasma  bacteriën,  et  peut-être  aussi  celle  que  Ie  moiit  retient  chimiquement 
qui  peut  seule  être  en  jeu,  et  non  ro,xygène  en  solution  physique. 

Il  ressort  de  ce  qui  précède  qu'il  serait  illusoire  de  prétendre  donner  de  la  fer- 
mentation butylique  une  formule  propre  a  exprimer  quantitativement  les  gaz  formés 
dans  Ie  phènomène.  C'est  évidemment  la  substance  des  bactéries  elle  même,  produite 
pendant  la  fermentation  en  quantité  énorme  et  impossible  a  exprimer  par  une  formule 
chimique,  qui  rend  vaine  toute  détermination  des  rapports  numériques. 

Le  rendement  en  alcool  butylique  échappe  également  encore  a  toute  détermination 
précise.  Tout  ce  que  je  puis  dire,  c'est  que  les  levains  butyliques,  ensemencés  arti- 
ficiellement  au  moyen  de  bactéries  sèches  et  exempts  dès  le  début  de  Gr.  saccharo- 
hutyricum,  fournirent  a  la  distillation  i  a  3%  du  poids  de  la  farine  d'orge  en  alcool 


')  Le  gaz  des  marais  ne  peut  donc  être  un  produit  de  fermentation  butylique.  Le 
Granulobacter  saccharobutyricum,  lui  non  plus,  ne  donne  jamais  de  méthane.  Je  signale 
ce  fait  parce  que  M.  Hoppe-Seyler  attribue  la  fermentation  du  méthane  au  » Bacillus 
Amytobacter.'  Quant  au  Granulobacter  lactobutyricum,  tout  ce  que  je  puis  en  dire  c'est 
que  cette  bacterie  ne  donne  aux  dépcns  du  lactate  de  calcium  que  de  l'hydrogène  et  de 
l'acide  carbonique,  et  n'a  pas  réussi  dans  mes  expérienccs  a  attaquer  les  hydrates  de 
carbone. 
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butylique.  De  bonnes  fermentations  principales  me  donnèrent  jusque  i  a  2%  d'alcool, 
rapportL-  au  poids  de  farine.  Il  n'y  a  pas  moyen,  a  cause  de  la  production  de  zooglce, 
de  déterminer  au  saecharoniètre  Ie  degré  de  fermentation. 

L'alcool  bout  a  117"  C.  environ  et  se  dissout  a  15"  C.  dans  environ  10  parties 
d'eau,  d'oü  Ton  peut  Ie  séparer  au  moyen  de  chlorure  du  calcium.  La  rectification 
fournit  une  petite  quantité  d'un  alcool  a  point  d'ébuUition  inferieur,  peut-être  de 
l'alcool  propylique.  Le  produit  est  d'ailleurs  très-pur.  Si  l'alcool  butylique  ctait  un 
corps  important  au  point  de  vue  technique,  mon  procédé  permettrait  de  le  préparer  en 
grand  et  a  frais  très-modérés. 

§   9.    Récolte   des   bactéries   butyliques. 
Leur   teneur    en    azote. 

La  fertilité  des  fermentations  butyliques  bient  vigoureuses  est  si  considérable, 
que  les  moüts  butyliques  (ne  s'acidiflant  pas)  absolument  privés  d'oxygène  finissent 
par  devenir  complètement  filants.  Il  est  très-intéressant  de  précipiter  la  zooglée 
bactérienne  d'un  liquide  fermenté  de  cette  nature.  Cela  réussit  d'une  maniere  presque 
parfaite  avec  l'alcool  fort.  Celui-ci  coagule  la  zooglée  et  permet  de  l'enlever  en  une 
seule  masse  collante,  comme  de  la  fibrine,  a  l'aide  d'une  baguette  de  verre.  On  peut 
exprimer  la  masse  jusqu'a  siccité  presque  complete  sur  une  plaque  de  verre  épais.  Le 
liquide  fermenté  ainsi  très-complètement  éliminé,  et  la  zooglée  devient  une  plaque 
assez  résistante,  blanche  ou  un  peu  brune,  exclusivement  formee  de  bactéries.  Des- 
séchée  a  37"  au  thermostat,  la  masse  peut  être  facilement  pulvérisée.  Les  spores  du 
ferment  butylique  y  sont  toutes  vivantes  ;  les  bactéries  elles-mêmes  ne  sont  que  par- 
tiellement  tuées. 

La  précipitation  complete  de  la  zooglée  parfaitement  pure  a  lieu  quand  la  quantité 
d'alcool  ajoutée  a  porté  la  concentration  du  mout  a  60%  environ  en  teneur  d'alcool 
absolu.  Si  l'on  continue  a  ajouter  encore  plus  d'alcool,  les  dextrines  non  fermentées  se 
précipitent  également,  et  enfin  aussi  des  substances  extractives  azotées  non  assiniilées 
par  les  bactéries.  J'ajouterai  encore  que  ce  remarquable  phénomène  ne  peut  avoir  lieu 
qu'une  seule  fois.  Cela  veut  dire  que  si  l'on  délaie  dans  de  l'eau  une  zooglée  déja  une 
fois  exprimée,  on  n'obtient  par  l'addition  d'alcool  qu'un  précipité  diffus  que  l'on  ne 
parvient  qu'imparfaitement  a  laver  et  qui  ne  se  récolte  pas  sans  peine.  Quiconque 
voudra  répéter  cette  expérience  devra  aussi  songer  que  la  précipitation  doit  avoir  lieu 
a  l'époque  de  plus  grande  maturité  de  la  fermentation,  ou  du  moins  aussitót  que  celle- 
ci  est  terminée.  Plus  tard  on  n'obtient  plus  que  des  précipités  diffus  et  incommodes  a 
manipuler.  Il  va  de  soi  qu'en  raison  de  la  consommation  d'alcool  ce  procédé  n'est  pas 
bon  marché.  Et  cependant  on  peut  avec  raison  le  considérer  comme  un  procédé  in- 
dustriel,  et  s'il  fallait  préparer  le  ferment  butylique  en  grand,  comme  la  levüre  panaire, 
la  methode  que  je  viens  de  décrire  serait  certainement  appliquée  avec  succes.  Elle 
est  dans  tous  les  cas  digne  d'intérêt,  en  permettant  de  se  procurer  en  grand,  dans  un 
but  scientifique,  une  espèce  de  bactéries  des  plus  remarquables. 

Obtenu  comme  je  viens  de  le  décrire,  le  ferment  butylique  se  présente  sous  forme 
d'une  masse  cassante,  blanche  ou  brune,  sans  saveur,  d'une  odeur  faible  et  agréable  et 
renfermant  environ  15%  d'eau.  On  observe  sur  la  cassure  que  l'intérieur  de  la  masse 
est  d'ordinaire  plus  K-gérenient  coloré  que  la  surface,  ce  qui  prouve  qu'il  s'y  rencontre 
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des  substances  facilement  oxydables.  Riduite  en  poudre  et  délayc-e  dans  de  l'eau,  la 
masse  gonfle  bientót  et  passé  a  l'état  d'une  zooglée  muqueuse  consistante,  montrant  au 
microscope  Timage  la  plus  caractéristique  du  ferment  butylique.  La  poudre  n'offre  pas 
tracé  de  propriétés  tryptiques,  mais  présente  au  contraire  un  pouvoir  amylolytique  in- 
tense, mème  alors  que  les  bactéries  qu'elle  renferme  ont  déja  péri.  C'est  ce  qu'on 
peut  observer  d'une  maniere  particulièrement  élégante  au  moyen  de  la  methode  de  la 
diffusion  dans  une  plaque  mince  de  gelatine  contenant  de  l'empois  d'amidon.  On 
dcpose  a  la  surface  un  peu  de  la  poudre,  abandonnant  Ie  tout  a  lui-même  pendant  douze 
heures  ou  davantage.  Puis  on  verse  sur  la  plaque  une  solution  d'iode.  C'est  donc  une 
expérience  de  même  nature  que  celle  décrite  a  propos  des  colonies  butyliques.  La 
diastase  butylique  diffuse  dans  la  plaque  de  gelatine  amidonnée  et  y  fait  apparaitre 
une  aire  de  diffusion  circulaire,  qui  ne  se  colore  plus  par  l'iode.  Si  l'on  a  appliqué 
sur  la  plaque  un  peu  d'une  poudre  fraiche,  les  bactéries  peuvent  dans  ces  conditions 
passablement  défavorables  montrer  cependant  des  phénomènes  vitaux.  Elles  se  créent 
en  effet,  au  centre  de  la  zooglée  formée  par  imbibition,  un  milieu  exempt  d'oxygène,  oüi 
elles  peuvent  donc  se  mouvoir  et  même  présenter  la  sporidation  et  des  indices  de  crois- 
sance.  Le  développement  toutefois  cesse  bientót  par  suite  de  l'insuffisance  du  sub- 
stratum  luitritif.  La  poudre  est  riche  en  granulose  et  se  colore  en  noir  violet  par 
riode.  Longtemps  bouillie  avec  de  l'eau,  elle  ne  cède  a  celle-ci  qu'une  petite  quantité  de 
granulose,  mais  cependant  assez  pour  colorer  l'eau  en  bleu  quand  on  y  ajoute  de  l'iode. 
L^ne  longue  ébullition  en  présence  d'acides  fait  disparaitre  la  granulose  et  passer  en 
sclution  de  la  dextrine  et  du  sucre.  Cette  métamorphose  toutefois  ne  se  fait  pas  sans 
peine.  Il  est  beaucoup  plus  commode  de  saccharifier  la  granulose  par  les  préparations 
d'amylase  les  plus  diverses. 

Vn  litre  de  mout  de  ii  degrés  saccharométriques  me  donna  environ  30  gr.  de 
zooglée  bactérienne  complètement  exprimée  entre  des  plaques  de  verre;  7  gr.  de 
bactéries  séchées  a  l'air  et,  comme  celles-ci  renferment  encore  14  a  17%  d'eau,  6  gr. 
environ  de  substance  bactérienne  séchée  a  iio"C.  >).  La  teneur  en  azote  de  cette 
masse  sèche  est  quelque  peu  différente,  suivant  l'état  de  la  fermentation.  C'est  ainsi 
que  je  trouvai  dans  un  échantillon  précipité  d'un  mout  a  peu  prés  privé  de  glucose, 
au  stade  le  plus  actif  de  la  fermentation,  d'après  le  procédé  de  K  j  e  h  1  d  a  h  1 ,  4,01% 
d'azote,  ce  qui  donne,  multipliant  par  le  facteur  6,25,  25,06%  d'albumine.  L^ne  fermen- 
tation butylique  mise  en  train  avec  2%  de  glucose  me  donna,  dans  la  substance  bac- 
térienne séchée  a  iio"  C,  4,395%  d'azote  ou  27,468%  d'albumine.  Si  l'on  veut  com- 
parer  ces  résultats  a  ceux  fournis  par  un  autre  agent  de  fermentation,  je  rappellerai 
que  les  variétés  de  levüre  panaire  les  plus  actives  que  l'on  trouve  dans  le  commerce 
donnent  a  peu  prés  deux  fois  autant  d'azote,  savoir  7  a  9%. 

Si  l'on  admet  que  les  bactéries  vivantes  renferment  80%  d'eau  (la  levüre  panaire 
est  censé  en  renfermer  70  a  75%),  les  20  gr.  de  substance  bactérienne  restants,  rap- 
portés  a  27,46%  d'albumine,  renferment  5,59  gr.  d'albumine,  qui  doit  donc,  imbibée 
avec  de  l'eau,  constituer  le  corps  protoplasmique  des  bactéries.  L'organe  a  granulose 
constitue  25  a  50%   du  corps  des  bactéries  vivantes^),  et  est  donc  incontestablement 


')   11  est   rcniarquablc  (in'un  btru  du  niémc  nioüt  donncrait  égak-nu-nt  environ  30  «r. 
de   Icviire  de  bière,  mais  scuU-nient  par  le  procédé  de  l'aération. 
')   Même  óqo'o  cliez  le  Granulobacter  saccharobulyricum. 
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lui-même  de  nature  protoplasmique.  Les  spores  donnent,  mesurées  au  microscope,  un 
volume  d'environ  io%  du  volume  total  du  corps.  Je  ne  me  hasarderai  pas  a  apprécier 
Ie  volume  des  enveloppes  gélatineuses. 

Les  bactéries  récoltées  comme  il  vient  d'être  dit  et  conservées  durant  des  années 
ne  perdent  pas  leur  pouvoir  végétatif.  J'ai  obtenu  par  exemple  dans  Ie  courant  de 
l'été  dernier  des  fermentations  butyliques  vigoureuses  en  ensemenqant  mes  ballons  a 
l'aide  d'organismes  rccoltcs  en  1887.  Il  y  a  d'ailleurs  un  moven  plus  simple  de  se  per- 
suader  de  la  vitalitc  [jcrsistante  des  materiaux  coiiserves;  c'est  de  fabriquer  du  levain 
butylique.  On  fait  bouillir  a  eet  etïet  un  peu  de  farine,  absolument  comme  on  procédé 
dans  la  farbication  du  levain  brut,  mais  on  prolonge  l'ébuUition  jusqu'a  ce  que  tous  les 
organismes  y  renfermcs  aient  été  tués.  Cela  arrive  presque  toujours  au  bout  de  10  ri  15 
minutes,  et  sans  exception,  au  bout  d'une  demi-heure. 

On  introduit  alors,  au  moyen  d'une  cuiller  de  platine,  la  puudre  bactcrienne  a 
examiner  a  une  certaine  profondeur  dans  l'intérieur  de  la  masse  refroidie  a  environ 
95°  C,  et  de  telle  maniere  que  les  bactéries  soient  en  contact  avec  la  paroi  de  verre. 
La  poudre  se  gontle  aussitót  en  une  volumineuse  zooglée.  On  observe  au  bout  de 
quelques  heures  que  la  boullie  devient  liquide  a  l'endroit  infecté,  par  suite  de  l'action 
de  l'amylase  butylique  secrétée  par  la  zoogke.  Les  bactéries  sont-elles  vivantes,  on  voit 
au  bout  de  24  heures,  a  une  température  de  37"  C,  cette  portion  liquéfiée  se  remplir 
d'une  quantité  de  bulles  de  gaz  ;  Todeur  agréable  de  l'alcool  butylique  devient  percep- 
tible  et  les  clostridiums  se  répandent  dans  la  masse  entière  de  la  bouillie.  Il  faut  dans 
cette  expérience,  quand  on  ensemence  au  moyen  de  la  cuiller  de  platine,  éviter 
d'entrainer  de  grosses  bulles  d'air,  ce  qui  d'ailleurs  arrive  trés-facilement.  Il  va  de  soi 
qu'un  levain  butylique  de  cette  nature  peut  servir  a  mettre  en  train  une  nouvelle  fer- 
mentation. 

§    10.     La  g  r  a  n  u  1  o  s  e   et   l'a  m  y  1  a  s  e   g  r  a  n  u  1  o  b  a  c  t  c  r  i  e  n  n  e  s. 

Le  dépót  de  granulose  au  centre  du  corps  des  bactéries,  qui  secrètent  en  quantité 
de  la  diastase  par  leur  surface,  est  un  bel  exemple  de  la  séparation  complete  que  peut 
établir  le  protoplasme  vivant  entre  substaiues  qui  au  contact  agissent  énergiquement 
les  unes  sur  les  autres. 

Les  deux  processus  ont  bien  lieu  en  méme  temps.  C'est  ce  qu'apprend  l'accumu- 
lation  de  diastase  dans  le  cours  des  fermentations  butyliques,  en  méme  temps  que  se 
multiplient  activement  les  clostridiums  remplis  de  granulose.  Une  goutte  d'iode  colore 
le  liquide  fermentescible  en  bleu  violet  foncé. 

Ces  observations  permettent  d'attendre  que  les  zooglées  précipitées  des  liquides 
butyliques  au  moyen  d'alcool  seront  a  la  fois  riches  en  granulose  et  en  diastase.  C'est 
en  effet  ce  qui  a  lieu.    Il  reste  d'ailleurs  beaucoup  de  diastase  dans  les  eaux  mères. 

A  propos  de  la  détermination  de  ce  corps  dans  les  zooglées  précipitées  je  ferai 
encore  remarquer  ce  qui  suit. 

Si  l'on  introduit  dans  la  masse  d'une  pate  de  farine  refroidie  a  95"  C.  un  peu  de 
zooglée  sèche,  réduite  en  poudre;  si  l'on  exposé  ensuite  la  substance  a  une  température 
de  47°  C. ;  il  y  apparait  déja  au  bout  de  quelques  heures,  comme  nous  l'avons  vu  au 
§  9,  un  foyer  de  liquéfaction. 

Mais   ce  phénomène  peut   être   accompagné   d'un   certain  développement  des  bac- 
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téries,  et  l'on  pourrait  donc  croire  a  une  formation  nouvelle  de  diastase.  C'est  pour- 
quoi  je  veux  faire  remarquer  que  des  zooglées  tuées  par  un  séjour  dans  l'éther  ou  Ie 
chloroforme  peuvent  montrer  la  même  réaction.  Il  est  a  recommander  de  ne  pas 
ajouter  la  prcparation  a  la  pate  vers  95°  C,  mais  a  une  température  plus  basse,  in- 
férieure a  70°  C,  sinon  la  diastase  en  soufïre. 

La  zooglée  butylique  pulvérisée,  ou  une  préparation  d'amylase  qui  en  provient '), 
ajoutées  vers  50  ou  60"  C.  a  de  l'empois  d'amidon  épais,  produisent  également  un  liqué- 
faction  rapide.  Il  se  forme  d'abord  beaucoup  de  dextrine,  qui  ne  tarde  pas  a  dis- 
paraitre  et  est  remplaci-e  par  du  nialtose.  ie  ne  puis  cependant  dire  exactetnent  Ie 
marche  suivie  par  Ie  phénomène.  Ce  que  je  sais,  c'est  qu'on  ne  saurait  Ie  comparer  a 
Ia  production  de  sucre  par  la  diastase  du  malt,  car  cette  action  repose  sur  la  coopéra- 
tion  de  deux  zymases,  tandis  que  l'amylase  butylique  est  un  corps  simple. 

Ce  dernier  corps  est  d'ailleurs  étroitement  allié  a  Ia  diastase  du  malt  en  ce  sens 
que  l'optimum  de  température  de  I'amylolyse  est  pour  les  deux  zymases  d'environ 
60°  C.  Toutes  deux  sont  rendues  plus  actives  par  l'addition  d'une  tracé  d'acide  et  for- 
tement  paralysces  par  les  bases.  La  ptyaline  et  la  diastase  du  pancreas  qui  lui  est 
identique  sont  au  contraire  stimulées  par  une  tracé  d'un  composé  alcalin.  L'amylase 
butylique  devient  enfin  plus  ou  moins  inactive  au-dessus  de  60"  C.  et  est  prccipitée 
alors  de  ses  solutions  en  coagulum  absolument  comme  Ia  diastase  du  malt.  Il  est  pro- 
bable  que  Ia  température  de  décomposition  rapide  de  l'amylase  butylique  est  voisine  de 
75"  C,  supérieure  par  conséquent  a  celle  de  la  diastase  du  malt,  pour  laquelle  elle 
est  d'environ  68"  C. 

Le  maltose  produit  par  l'amylase  butylique  est  probablement  identique  au  maltose 
ordinaire.  Les  »levüres  du  maltose«  peuvent  dans  tous  les  cas  transformer  ce  sucre 
en  alcool  et  acide  carbonique.  Il  n'est  pas  assimilé  par  les  »levüres  glucosiques«,  telles 
que  le  Saccharomyces  Mycoderma,  et  les  »Ievüres  Iactosiques«  comme  les  Saccharo- 
myces  Kefyr  et  S'.  tyrocola,  dans  les  plaques  de  gelatine  ensemencées  avec  ces 
microbes. 

La  formation  d'érythrodextrine  est  dans  I'amylolyse  butylique  un  phénomène  qui 
se  termine  plus  rapidement  que  dans  l'action  de  la  diastase  du  malt  d'orge.  Elle  est 
cependant  nettement  appréciable,  absolument  comme  dans  l'action  de  la  granulase  du 
malt  de  maïs,  qui  est  très-voisine  de  Ia  diastase  butylique.  Il  n'y  a  pas  production  de 
glucose  dans  l'interversion  par  l'amylase  butylique,  tandis  que  Ia  diastase  ordinaire 
du  malt,  par  suite  d'une  faible  teneur  en  glucase,  donne  des  traces  de  glucose.  Ce  sucre 
ne  fait  donc  jamais  complètement  défaut  dans  les  extraits  de  malt,  mais  ne  se  trouve 
pas  du  tout  dans  les  levains  butyliques  préalablenient  bouillis. 

C'est  peut-être  ici  Ie  moment  de  dire  un  mot  de  la  dissolution  de  Ia  cellulose  sous 
I'influence  du  »Bacillns  Amylobacter«.  Ce  phénomène,  dévouvert  par  M  i  t  s  c  h  e  r  - 
lich^),  a  plus  tard  souvent  été  discuté.  J'ai  essayé  par  plusieurs  methodes  d'acquérir 
des  données  süres  au  sujet  du   róle  du   ferment  butylique  dans   ce  phénomène.    J'ai 


')  Pour  obtcnir  ccllc-ci  k-  plus  simple  est  de  filtrcr  un  mout  en  fcrmentation  visou- 
reuse  et  de  précipiter  la  liqucur  filtrée  par  I'alcool.  Ou  bien  on  éliminera  d'abord  au 
moyen  d'alcool  la  zooglée  du  moiit  en  fermentation,  et  l'on  précipitera  les  eaux  mères 
par  un  exces  d'alcool,  ce  qui  entraine  il  est  vrai  une  grande  quantité  de  dextrine,  mais 
très-peu  de  bactéries. 

')  Kön.  Preuss.  Acad.  d.  IViss.  1850.  p.  105. 
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examiné  d'abord  a  ce  point  de  vue  la  diastase  butylique,  en  determinant  son  influence 
sur  Ia  cellulose  de  provenance  diverse.  Je  préparai  donc  de  la  cellulose  a  l'aide  de 
papier  a  filtrer,  de  noyaux  de  dattes,  des  cotylédons  du  Tropaeoltim  majus.  La  sub- 
stance,  dissoute  dans  Ie  réactif  de  S  c  h  w  e  i  z  e  r,  fut  précipitce  par  l'acide  chlorhydri- 
que  et  complètement  dcbarrassée  du  cuivre  adhérent.  Il  s'est  montré  que  l'amylase 
butylique  est  tout  a  fait  inactive  a  l'égard  de  la  cellulose  ainsi  obtenue ;  seuls  rempois 
d'amidon  et  les  dextrines  furent  attaques. 

Quand  ces  expériences  eurent  donné  un  résultat  négatif,  j'introduisis  les  prcpa- 
rations  cellulosiques  dans  les  liquides  de  fermentation  butylique,  mais  sans  plus  de 
rt-sultat.  J"ai  alors  place  dans  les  mêmes  liqueurs  des  tiges  de  lin,  bouillies  ou  non, 
séchées  et  fraiches;  mais  au  bout  de  24  heures  et  davantage  je  ne  pus  observer  de 
corrosions  visibles  des  fibres  libériennes.  Des  coupes  minces  de  radis  restèrent  cgale- 
ment  intactes;  de  sorte  que  je  conclus  de  tout  ceci  que  la  dissolution  de  la  cellulose, 
qui  peut  sans  aucun  doute  s'opérer  par  rintervention  de  microbes,  doit  être  rapportée 
a  un  processus  physiologique  encore  inconnu  et  n'est  pas  a  coup  sur  provoquée  par  les 
cultures  pures  du  Granulobacter.  Le  fait  suivant  est  d'ailleurs  en  harmonie  avec  cette 
maniere  de  voir.  M.  van  S  e  n  u  s  ^),  qui  a  étudié  en  détail  la  disparition  de  la  cellu- 
lose sous  l'influence  des  microbes,  arrive  a  ce  résultat  qu'il  doit  y  avoir  ici  une  action 
vitale  de  contact  (comme  dans  la  datte  en  germination),  et  qu'an  moins  deux  espèces 
de  microbes  doivent  être  en  même  temps  en  présence  pour  provoquer  le  phénomène. 
On  ne  saurait  trancher  en  ce  moment  la  question  de  savoir  quelles  sont  ces  espèces. 
Peut-être  le  Granulobacter  Polymyxa  est-il  une  d'entre  elles. 

M.  Hoppe-Se  y  Ier")  admet  que  la  fermentation  cellulosique  est  liée  a  la 
production  de  méthane,  mais  ceci  doit  encore  rester  sujet  a  caution.  Il  ne  me  semble 
pas  suffisamment  prouvé  que  dans  ses  recherches  le  méthane  ne  provenait  pas  de  sub- 
stances  albuminoïdes. 


§    II.     Signification    biologique    des    ferme  ntations.     Fonction 
réductricedu  ferment  butylique. 

J'ai  déja  fait  remarquer  a  une  autre  occasion  '')  que  le  fait  capital  des  fermen- 
tations  réside  dans  la  production  de  gaz. 

Il  serait  désirable  que  d'autres  auteurs  prissent  en  considération  ma  maniere  de 
voir.  Je  suis  persuadé  qu'alors  toutes  sortes  de  dédoublements  sous  l'influence  de  bac- 
téries,  tels  que  la  production  de  pigment,  la  réduction,  Toxydation,  production  de 
lumière,  etc,  phénomènes  souvent  nommés  fermentations,  prendraient  une  autre  place 
dans  la  classification  physiologique. 

Toute  fermentation,  a  mon  avis,  est  caractérisée  en  première  ligne,  comme  je 
viens  de  le  dire,  par  la  production  de  gaz.  A  ce  point  de  vue,  toutes  les  fermentations 
qui  donnent  de  l'hydrogène,  et  cela  arrive  chez  la  majorité  d'entre  elles,  doivent  être 


')   A.  H.  C.  van  S  e  n  u  s.    Bijdrage  tot  de  kennis  der  cellulosegisting.    Leiden  i8qo. 

=)  L'intéressante  étude  de  M.  Hop  p  e-Se  y  Ier  se  trouve  sous  le  titre:  «Ueber  die 
Gahrung  der  Cellulose  mit  Bildung  von  Methan  und  Kohlensaure«  dans  son  Zeitschrift 
für  Physiol.  Chemie.  Bd.  X,  Heft  3,  page  201,  et  Heft  5,  page  401,   1886. 

•)  Centralbl.  für  Bacteriologie,  Bd.  11,  pag.  73.  1892. 
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considérées  comme  Ie  prototype  du  genre.  Cet  element  répond  en  efïet,  a  cause  de  sa 
faible  solubilitc,  beaucoup  mieux  que  l'acide  carbonique  a  l'idéal  d'un  gaz. 

Si  Ie  vrai  caractère  de  la  fermentation  est  la  production  de  gaz,  c'est  ce  dernier 
phénomène  qui  doit  coiistituer  sa  significatioii  biologique.  Voici  comment  il  faudra. 
je  crois,  comprendre  ce  qui  précède.  Le  vrai  théatre  de  l'activité  des  organismes  de 
fermentation  sont  les  couches  situées  immédiatement  sous  la  surface  du  sol  des  jardins, 
les  prairies  et  les  champs  de  culture,  les  masses  d'engrais  et  de  détritus,  la  boue  des 
fossées,  des  lacs  et  des  fleuves,  les  couches  profondes  des  cuves  de  la  fermentation 
industrielle,  en  somme  tous  les  endroits  oü,  par  suite  de  la  vie  intense  qui  s'y  déve- 
loppe,  l'oxygène  libre  est  rapidement  consommé  et  ne  peut  se  renouveler  que  difficile- 
ment.  Les  gaz  de  fermentation  qui  prennent  ici  naissance  doivent  tendre  nécessaire- 
ment  a  refouler  les  organismes  producteurs  de  ces  endroits  de  formation  et  les  trans- 
porter  ailleurs,  oü  les  conditions  de  nutrition  sont  différentes.  Ce  mouvement  doit  en 
général  être  dirigé  vers  la  surface  libre  de  ces  masses,  c'est-a-dire  vers  l'oxygène  libre. 
J'admets  maintenant  que  le  développement  ultérieur  des  organismes  de  la  fermentation 
dépend  d'une  maniere  ou  d'une  autre  de  l'oxygène  libre.  C'est  dans  la  nécessité  d'aller 
chercher  l'oxygène,  qui  seul  finit  par  rendre  possible  la  suite  de  la  fermentation,  méme 
chez  les  êtres  anaérobies,  que  je  vois  Ia  vraie  signification  de  la  fonction  fermenta- 
tive  ').  Or,  ceci  admis,  il  est  évident  qu'il  faut  un  moyen  pour  remettre  en  contact 
avec  l'oxygène  libre  les  formes  possédant  le  pouvoir  d'accumuler  une  réserve  d'oxygène 
solide,  dont  elles  peuvent  vivre  quelque  temps  et  se  développer  aux  endroits  oü,  par 
suite  de  l'absence  de  cet  element,  les  aérobies  ne  peuvent  se  maintenir.  Eh  bien,  y-a- 
t'il,  pour  atteindre  ce  but,  un  meilleur  moyen  que  la  production  de  gaz?  Il  n'y  a 
pas  d'autre  raison,  a  mon  avis,  que  Ia  nécessité  d'absorber  de  nouveau  de  l'oxygène 
libre,  après  que  la  réserve  en  a  été  consommée,  qui  fait  que  les  gaz  de  fermentation 
poussent  a  Ia  surface  des  liqueurs  les  zooglées  bactériennes  ou  Ia  mousse  de  levüre. 
Cette  nécessité  n'explique-t'elle  pas  d'ailleurs  suffisamment  le  fait  autrement  incoin- 
préhensible  que  précisément  l'hydrogène,  qui  reclame  une  si  grande  dépense  d'énergie 
pour  prendre  naissance,  est  plus  encore  que  l'acide  carbonique  le  produit  caractéristi- 
que  des  si  nombreuses  fermentations  bactériennes? 

Mais  ici  nous  nous  heurtons  a  une  contradiction  apparente.  J'ai  décrit  Ie  ferment 
butylique  comme  complètement  anaérobie.  J'ai  montré  que  Ia  fermentation  butylique 
et  Ie  développement  du  ferment  cessent  au  contact  de  l'oxygène.  L'acide  carbonique  et 
l'hydrogène  de  cette  fermentation  devraient-ils  néanmoins  servir  a  amener  le  ferment 
en  présence  de  cet  oxygcne  qu'il  redoute?  Je  réponds  a  cette  question,  qui  longtemps 
m'a  créé  des  difficultés  considérables,  de  la  maniere  Ia  plus  franchement  afïirmative,  et 
j'appuie  ma  réponse  sur  les  arguments  suivants. 

Nous  avons  toujours  supposé  dans  les  considérations  précédentes  sur  la  fermen- 
tation butylique  que  le  corps  fermentescible  était  du  mout,  doué  d'une  affinité  énergique 
pour  l'oxygène.  Nous  avons  vu  que  Ia  vitalité  et  le  pouvoir  de  multiplication  du  ferment 
butylique  dans  un  mout  de  cette  nature,  saturé  d'oxygène  combine,  mais  privé  d'oxy- 
gène libre  (oü  la  levüre  ordinaire  périt  après  environ  trente  divisions  cellulaires),  sont 
indéfinis.   Dans  un  volume  déterminé  cependant,  après  un  certain  nombre  de  divisions. 


')   Je  ne  parlc  ici  que  des  êtres  anaérobies  de  la  première  classe  mentionnée  pag.  43. 
Note  I.  Les  anaérobies  de  la  putréfaction  des  peptones  etc.  rcstent  hors  de  considération. 
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ce  dfveloppenient  doit  cesser  par  defaut  de  nourriture.  Maïs  il  ne  suit  nullemeiit 
rf'autre  part  de  cette  puissance  de  développement  indéfini  dans  des  milieux  nutritifs 
particuliers  que  la  même  chose  doive  avoir  lieu  dans  les  liquides  de  constitution  si 
différente  que  l'on  rencontre  dans  les  stations  naturelles  des  bactéries.  Je  parle  ici 
avant  tout  de  la  boue  des  fossés  et  des  infiltrations  de  l'humus.  On  ignore  il  est  vrai  les 
transformations  que  Ie  ferment  butylique  pourra  y  provoquer,  niais  nous  pouvons  par 
analogie  conclure  avec  beaucoup  d'apparence  de  raison  qu'il  s'y  développera  également 
une  fermentation  donnant  de  l'alcool  butylique,  de  Thydrogène  et  de  l'acide  carbonique. 
Or,  il  est  très-peu  probable  que  ces  liquides  naturels  aient  au  même  degré  que  Ie  nioiit 
Ie  pouvoir  de  fixer  de  si  grandes  quantités  d'oxygène;  et  Ie  ferment  butylique  s'y  conduit 
peut-ëtre  autrement  envers  l'oxygène  libre  et  en  reclame  davantage.  Ceci  a  lieu  en  tous 
cas  dans  des  solutions  nutritives  artificielles  dans  lesquelles  j'ai  cultivé  Ie  ferment.  J'y 
ai  réussi  p.  ex.avec  de  l'eau  de  conduite  renferment  i%  de  peptone  sec  et  J^  %  d'empois 
d'amidon  a  une  température  assez  basse,  dépassant  a  peine  lo  a  12°  C.  La  culture  avait 
lieu  dans  des  ballons  de  Pasteur,  ou  l'air  avait  acces.  Le  développement  était  très-lent, 
mais  finalement  de  petits  clostridiums  avec  spores  étaient  généralement  visibles  et  la  pré- 
sence  d'alcool  butylique  évidente.  L'hydrogène  se  laissait  également  démontrer.  Mais 
ce  qui  est  de  Ia  plus  haute  importance  pour  les  considérations  présentes,  c'est  le  fait 
qu'une  pareille  solution  se  montre  beaucoup  moins  propre  au  développement  et  a  la 
fermentation  dans  mes  ballons,  c'est-a-dire  a  l'-abri  de  l'air,  que  dans  des  ballons  ordi- 
naires,  oü  l'oxygène  avait  acces  a  travers  la  fermeture  suivant  le  dispositif  de 
Pasteur.  Dans  ce  milieu  il  fallait  donc  une  bien  plus  grande  quantité  d'oxygène  au 
ferment  butylique  que  dans  le  mout;  et  il  en  sera  donc  bien  encore  ainsi,  sans  le 
moindre  doute,  pour  la  boue  et  les  infiltrations  de  l'humus.  Il  est  donc  certain  que 
dans  leurs  stations  naturelles  les  anaérobies  ont  besoin  de  plus  d'oxygène  qu'on  ne  le 
croirait  d'après  les  résultats  des  e.xpériences  avec  les  moüts  artificiels,  riches  en  sucre 
et  en  peptones. 

Ie  crois  donc  qu'il  n'y  a  pas  contradiction  entre  ces  phénomènes  d'anaérobiose 
obligatoire  et  l'expiication  que  je  donne  de  la  fonction  fermentative.  Dans  l'anaérobiose 
la  production  de  gaz  a  également  pour  but  de  pousser  l'agent  fermentateur  vers 
l'oxygène,  qui  le  rend  capable,  quand  la  pesanteur  ou  des  courants  l'entrainent  de 
nouveau  dans  les  couches  profondes,  de  fermenter  et  de  croitre  avec  une  nouvelle 
énergie.  Il  n'y  a  que  quelques  liquides  déterminés,  rarement  représentés  dans  la  nature, 
qui  permettent  au  ferment  butylique  obligatoirement  anaérobie  d'eniployer  a  son 
rajeunissement,  grace  a  son  pouvoir  de  réduction,  de  l'oxygène  combine.  La  levüre 
de  bière  ne  possède  pas  ce  pouvoir. 

Je  ne  me  hasarderai  pas  a  exprimer  un  avis  sur  la  signification  biologique  de  la 
production  d'alcool  butylique.  Je  crois  cependant  avoir  un  idéé  plus  nette  de  l'utilité 
de  la  production  d'alcool  éthylique  par  la  levüre  de  bière.  J'espère  y  revenir  a  une 
autre  occasion. 


§    IJ.   Généralités   sur  l'anaérobiose,  la   fonction   réiluctrice   et 

la  fermentation. 

Pour  bien  comprendre  ce  qui  a  été  dit  §   11  et  ce  que  je  me  propose  de  trailer  a 
présent,  c'est-a-dire  un  sujet  passablement  compliqué,  il   est  nécessaire  que  je   rcpète 

7 

M.  W.  Beijerinck.  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel. 
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certains  faits  dont  il  a  dcja  été  antórieurement  question.  Je  devrai  surtout  appeler 
l'attention  sur  les  deux  formes  très-différentes  d'anaérobiose  facultative,  qui  n'ont  pas 
été  suffisamment  distinguées  jusqu'ici,  même  par  les  meilleurs  physiologistes. 

La  première  de  ces  formes  peut  être  appelée  Vanaérobiose  facultative  permanente, 
l'autre  itant  Vanaérobiose  facultative  tenif>oraire.  La  levüre  alcoolique  est  anaérobie 
facultative  temporaire;  Ie  ferment  lactique  industriel  est  anaérobie  facultatif  per- 
manent, OU  plus  brièvement  anaérobie  facultatif.  J'ai  déja  a  plusieurs  reprises,  dans 
Ie  cours  de  ce  travail,  fait  remarquer  que  la  levüre  alcoolique  ne  peut,  même  dans  les 
conditions  de  nutrition  les  plus  favorables,  par  exexmple  dans  du  mout,  donner  que 
quelques  multiplications  cellulaires,  mais  cesse  de  croitre  si  l'oxygène  lui  fait  défaut. 
Les  cellules  finissent  d'ailleurs  par  mourir  si  elles  sent  maintenues  a  l'abri  de  l'air,  en 
montrant  des  phénomènes  de  rupture  très-caractéristiques.  Le  bourgeonnement  et  les 
phénomènes  de  fermentation  qui  l'accompagnent  sont  provoqués  par  I'existence 
d'une  réserve  d'oxygène  solide  et  combine;  du  moment  que  cette  réserve  est  con- 
sommée  la  croissance  et  en  même  temps  la  fermentation  cessent;  la  mort  n'arrive  que 
si  la  privation  d'oxygène  est  de  plus  longue  durée.  Le  Mucor  racemosus  se  comporte 
absolument  de  même,  sauf  que  le  besoin  d'oxygène  est  plus  grand  chez  cette  moisissure 
que  chez  la  levüre  alcoolique. 

Pour  montrer  clairement  chez  la  levüre  I'existence  du  phénomène  en  question,  le 
plus  simple  est  de  procéder  comme  suit. 

On  remplit  de  mout  deux  de  mes  ballons  butyliques  et  l'on  rend  la  matière 
exempte  d'oxygène  par  l'ébuUition.  On  ajoute  alors  de  Ia  levüre  de  bière  en  culture 
pure  aux  deux  ballons.  Le  premier  n'en  reqoit  qu'une  faible  tracé  qu'on  y  laisse  tomber 
au  moyen  d'un  fil  de  platine  court  et  épais.  Le  second  ballon  est  additionné  d'une  plus 
forte  quantité  de  levüre.  Si  on  exposé  les  deux  ballons  a  une  température  de  28"  C, 
la  dififérence  entre  leur  contenu  a  l'un  et  a  l'autre  est  déja  très-considérable  au  bout 
de  24  a  48  heures.  Tous  deux  ont  commencé  a  fermenter  ;  mais  le  phénomène  cesse 
complètement,  par  suite  du  manque  d'oxygène,  dans  la  ballon  qui  n'a  requ  que  quel- 
ques cellules  isolées.  Dans  le  deuxième  ballon  au  contraire,  sous  l'influence  de  la 
réserve  d'oxygène  introduite  en  même  temps  que  les  cellules,  la  fermentation  a  été 
complete. 

J'ai  moi-même  donné  la  forme  ici  décrite  a  cette  expérience.  Le  principe  toute- 
fois  en  été  imaginé  par  M.  Pasteur,  qui  a  conseillé  a  son  élève  M.  C  och  in 
d'employer  a  eet  effet  un  appareil  particulier,  formé  de  ballons  de  verre  réunis  les 
uns  aux  autres  '). 

J'ai  également  fait  construire  des  appareils  de  cette  nature;  mais  je  me  suis 
heurté  a  de  nombrcuses  difïicultés,  car  il  est  prcsque  impossible  d'éliminer  même  par 
une  ébullition  patiënte  et  l'introduction  d'hydrogène  la  totalité  de  l'oxygène.  La  vapeur 
ne  peut  s'échapper  facilement  des  chamhrcs  contigues  de  l'appareil.  L'emploi  des 
ballons  butyliques,  qui  sont  si  propres  a  réaliser  un  milieu  privé  d'air,  permet  d'expéri- 
menter  sur  de  grandes  quantités  de  mout  libre  d'oxygène,  oü  quelques  cellules  de 
levüre  isolées  ont  bientöt  consommé  leur  réserve  solide  de  eet  element.  Je  crois  que 
les  brèves  considérations  qui  precedent  auront  suffisamment  élucidé  pour  ce  qui  nous 
regarde  la  signification  de  l'anaérobiose  temporaire  de  la  levüre  alcoolique. 


')   Ann.  de  Chitnie  et  de  Physiqiie.  pago   t,\:.   1880 
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Nous  avons  dit  que  l'anacrobiose  facultative  permanente  se  rencontrait  cliez  Ie 
ferment  lactique  industriel.  Elle  est  caractérisée  par  ce  que  dans  les  milieux  nutritifs 
appropriés  il  senible  exister  une  indépendance  complete  du  ferment  a  l'égard  de  l'oxy- 
gène  libre.  J'ai  réussi  a  faire  entrer  en  fermentation  lactique  de  grandes  quantités  de 
vinasse  renferment  du  saccharose,  l'air  en  ayant  été  chassé  par  i-bullition,  rien  qu'en 
y  introduisant  une  portion  niininie  du  ferment.  Le  phénomène  fut  aceompagné  d'un 
dégagement  si  énorme  d'acide  carbonique,  que  seul  l'examen  microscopique  a  pu  me 
convaincre  de  l'absence  de  fermentation  alcoolique.  Or  il  importe  de  remarquer  potir 
notre  objet  qu'en  premier  lieu  le  ferment  lactique  développe  une  fonction  réductrice 
particulièrement  intense;  et  qu'ensuite  je  n'ai  pu  réussir  a  provoquer  une  croissance 
evidente  du  ferment  dans  un  milieu  privé  d'oxygène,  si  des  corps  réductibles  faisaient 
complètement  défaut.  Je  crois  donc  que  dans  ce  cas  aussi  de  l'oxygène  doit  être  fourni 
de  temps  en  temps,  et  que  la  fonction  fermentative  peut  être  utile  a  ce  point  de  vue. 

On  pourra  donc,  d'après  ce  qui  précède,  exposer  brièvement  comme  suit  la  relation 
entre  le  pouvoir  réducteur  et  les  trois  classes  d'anaérobies '): 

Anaérobiose  temporaire:  La  fonction  réductrice  peut  faire  défaut  (ex:  la  levüre 
alcoolique)  ou  se  rencontrer  (ex:  le  Granulobacter  Polymyxa). 

Anaérobiose  facultative  permanente:  La  fonction  réductrice  est  toujours  très- 
développée   (ex:   le  ferment  lactique   industriel). 

Anaérobiose  obligatoire:  La  fonction  réductrice  est  toujours  vigoureuse  (ex:  le 
ferment  butylique)  -). 

Examinons  maintenant  d'encore  un  peu  plus  prés  la  relation  entre  les  fonctions 
fermentative  et  réductrice. 

On  a  prétendu  que  toute  cellule  vivante  pouvait  dans  certaines  circonstances 
développer  un  pouvoir  réducteur.  S'il  s'agit,  comme  dans  le  cas  présent,  d'un  effet 
sensible  au  dehors  de  la  cellule,  cette  affirmation  est  incontestablement  erronée.  Elle 
n'est  pas  même  toujours  exacte  pour  les  bactéries,  car  il  y  a  des  espèces  chez  lesquelles 
des  expériences  diverses  et  multipliées  n'ont  jamais  pu  faire  constater  de  fonction  ré- 
ductrice. Je  rappellerai  par  exemple  les  bactéries  des  Papilionacées.  On  pourrait  croire 
que  la  fermentation  est  intimement  liée  comme  phénomène  physiologique  a  des  jjro- 
cessus  de  réduction,  mais  ceci  non  plus  n'est  pas  toujours  vrai.  Outre  la  levüre  de 
bière,  je  connais  encore  quelques  bactéries  de  fermentation  incapables  de  réduire 
l'acide  indigosulfurique  et  les  nitrates  '). 

Ie  soutiens  au  contraire,  sur  la  foi  de  mes  observations,  encore  peu  nombreuses 
il  est  vrai,  et  d'accord  avec  ce  qui  précède,  que  tous  les  organismes  obligatoirement 
anaérobies  et  tous  les  anaérobies  facultatifs  possèdent  des  propriétés  réductrices. 
Je  crois  donc  devoir  admettre  une  dépendance  réciproque  et  nécessaire  entre 
ranaérobiose   vraie  et  la  réduction.     Il   y  a  dépendance   en  ce  sens  que  ranaérobiose 


'jjVoir  F.  C  ah  en,  Üebur  das  Reductionsvermögen  der  Bacteriën,  Zeitsclir.  f.  Hygiëne. 
Bd.  IL  p.  386,   1887. 

')  Voir  Note  i,  pag.  59. 

')  Les  nombreuses  affirmations  contraircs  relativus  a  la  levüre  alcoolique  sont  erronées 
et  s'expliquent  parce  que  les  compagnons  constants  des  levüres  de  la  bière  et  du  pain, 
savoir  les  ferments  lactiqucs,  appartienncnt  aux  bactéries  les  plus  puissammcnt  réduc- 
trices. Les  auteurs  qui  ont  l'occasion  de  manipuler  la  levüre  alcoolique  en  culture  pure 
se   convaincront   sans  pcine   de   la   vcrité   de   ce   que   j'avance. 
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vraie,  ininterrompue,  n'est  possible  que  si  les  organismes  qui  raccomplissent  soiit 
rcducteurs  et  disposent  de  matériaux  mitritifs  réductibles.  ün  ne  doit  pas  être  tenté 
de  croire  supertlu  ce  dernier  membre  de  phrase,  car  la  vie  des  vrais  anaérobies  est 
en  eftet  possible  sans  qu'il  y  ait  anaérobiose,  mais  ils  emploient  alors  de  l'oxygène  libre 
et  des  matériaux  nutritifs  non  susceptibles  de  rcduction.  j'en  ai  cité  uu  exemplc  plus 
haut  a  propos  du  fkveloppement  du  ferment  butylique  en  culture  pure  dans  une  solution 
de  peptone  et  d'amidon,  quand  fair  a  induljitablenient  quoique  faiblement  acces,  j'ai 
(ait  ressortir  que  dans  pareille  solution  l'éHmination  complete  de  l'oxygène  par  l'ébul- 
lition,  par  exemple,  ne  permet  plus  qu'un  faible  développement  bien  vite  arrêtc'). 
Or,  je  crois  que  dans  ce  dernier  cas  ranaérobiose  n'a  pas  lieu  pour  cette  raison,  que 
des  substances  réductibles  font  défaut  ou  ne  sont  présentes  qu'a  l'état  de  traces.  Le 
mout  au  contraire  en  renferme  de  fjrandes  quantités.  L'exemple  de  la  solution  de  pep- 
tone et  amidon  montre  que  la  question  est  propre  et  prête  a  être  expérimentalement 
examinée ;  il  suft'it  que  les  expériences  soient  faites  de  telle  maniere  que  l'on  ne  fasse 
usage  que  de  solutions  artificielles,  privées  de  peptone.  Il  y  a  sans  doute  ici  une  diffi- 
culté,  qu'il  ne  serait  pas  tres  facile  d'éviter  si  l'on  voulait  obtenir  des  fermentation 
aussi  vigoureuses  que  dans  les  moüts  de  céréales.  S'il  y  avait  moyen  d'isoler,  comme 
des  individus  chimiques,  les  substances  réductibles  de  ces  moüts,  on  aurait  réalisé  dans 
cette  direction  un  progrès  important.  Mais  plusieurs  indices  semblent  montrer  que  les 
peptones  du  malt  jouent  ici  le  premier  röle,  et  je  dois  observer  que  les  peptones  en 
général,  et  surtout  ceux  du  malt,  me  semblent  peu  propres,  a  cause  de  leur  propriété 
d'absorber  un  peu  d'oxygène,  a  résoudre  la  question.  Méme  le  peptone  sec  du  coni- 
inerce  permet  d'observer  dans  certaines  circonstances  une  faible  absorption  d'oxygène 
sans  qu'il  y  ait  des  germes  organisés  en  présence.  1,'expérience  citée  ci-dessus,  avec 
le  peptone  et  l'amidnn,  substances  qui  permettent  encore  une  faible  croissance  du  fer- 
ment butylique,  perd  il  est  vrai  de  sa  valeur  par  les  circonstances  signalées,  mais  si 
l'on  atlmet  la  theorie  ici  défendue,  la  croissance  observée  s'explique  par  l'oxygène  com- 
bine au  peptone,  c'est-a-dire  par  l'e.xistence  d'une  substance  réductible. 

Je  rassemblerai  en  terminant  en  un  court  résumé  mes  idees  sur  la  relation  entre 
fermentation,  anaérobiose  et  fonction  réductrice.    J'établis  ainsi  les  theses  suivantes. 

1.  Tl  V  a  trois  différentes  formes  d'anacTobiose,  savoir  i"  l'anaérobiose  facultative 
\raic;  2"  l'anaérobiose  facultative  apparente  ou  temporaire ;  3"  Tanaérobiose  obli- 
gatoire  -). 

2.  Uanaérobiose  facultative,  celle  du  ferment  lactique  industncl  par  exemple,  est 
caractérisée  par  l'indépendance  a  l'égard  de  l'oxygène  libre,  quand  il  y  a  en  présence 
des  matériaux  nutritifs  susceptibles  de  réduction. 

L'anaérobiose  temporaire,  telle  que  celle  du  Mucor  racemosus.  des  levüres  al- 
cooliques  et  de  quelques  bactéries  de  fermentation,  telles  que  le  B.  colt,  Ie  Photobac- 
t(rium  phosphorescens.  repose  sur  la  présence  d'une  réserve  d'oxygène  combine  dans 
les  cellules,  permettant  chez  les  levüres  alcooliques  actives  un  petit  nombre  (vingt  a 
trente)  de  divisions  cellulaires,  avant  que  le  contact  avec  l'oxygène  soit  de  nouveau 
nécessaire.    Si  cela  n'arrive  pas,  les  <  ellules  mcurent  peu  a  peu,  alors  même  qu'il  y  a 


')   Le   faibk-  développement    qu'on    observe    s'explique    pciit-ctre    par    do    IDxygcne 
combine   au   peptone.  et  impossiblc  a  élimincr  par  ébullition. 
'')    Va  citte  dernière  encore  sous  donx   fornu's  distinctes. 
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abondance  ile  nourriture  susceptible  de  rtduction,  renfcrment  de  l'oxygène  lachement 
combint-. 

h'atiaérobiose  obügatoire,  comme  celle  du  ferment  butvlique,  reclame  l'absence 
complete  d'oxygène  libre  et  la  présence  tie  mattriaux  nutritifs  susceptibles  de  ré- 
duction. 

3.  Les  fonctions  fermentative  et  ncliictrice  sont  indépendantes  Tune  de  l'aiitre. 
C'ela  résulte  de  ce  que  la  levüre  alcoolique  temporairement  anacrobie  fermente 
sans  réduire,  tandis  que  la  bacterie  lumineuse  Ie  Photobacterium  filuispluiresccns,  fer- 
mente et  reduit  en  même  temps. 

4.  La  fermentation  peut  accompagner  les  trois  fornies  de  ranaérobiose,  et  ne  fait 
défaut  que  chez  les  organismes  absolument  aérobies. 

5.  L'anaérobiose  facultative  vraie  et  l'anaérobiose  obügatoire  sont  inséparables 
dt  la  présence  de  substances  nutritives  réductibles. 

6.  La  fontion  réductrice  peut  se  rencontrer  combinée  avec  ti:)utes  les  formes  de 
l'anaérobiose,  ainsi  qu'avec  l'aérobiose  complete. 

7.  Les  anaérobies  facultatifs  et  les  anaérobies  obligatoires  peuvent,  en  l'absence 
de  combinaisons  assimilables  en  même  temps  que  réductibles,  ou  bien  en  présence  de 
composés  réductibles  mais  non  assimilables,  vivre  et  se  développer  en  apparence 
comme  des  aérobies.  Cela  veut  dire  qu'ils  réclament  alors  de  l'oxygène  libre,  mais  de 
faible  tension. 

De  toutes  ces  theses  la  dernière  enfin  est  la  moins  bien  établie,  mais  elle  est, 
comme  nous  l'avons  vu,  de  la  plus  haute  importance  pour  la  signification  biologique 
des  fermentations. 

8.  La  fonction  fermentative  est  nécessairement  accompagnée  de  production  de 
gaz.  Quand  cela  n'a  pas  lieu  on  ne  peut  employer  la  dénomination  de  fermentation. 
La  fermentation  a  pour  but,  par  la  production  de  gaz,  d'entrainer  jusqu'en  contact 
avec  l'oxygène  les  agents  de  fermentation  appartenant  a  une  des  trois  classes 
anaérobies  citées.  L'optimum  fonctionnel  de  la  tension  d'oxygène  est,  pour  les 
anaérobies  obligatoires,  quand  il  y  a  des  substances  nutritives  réductibles  en  présence, 
égal  a  O;  quand  il  n'y  en  a  pas,  il  est  supérieur  a  o,  mais  inférieur  a  la  solubilité 
correspondante  de  ce  gaz  sous  la  pression  atmosphérique  normale. 


Ueber  Spirillum  desulfuricans  als  Ursache  von 

Sulfatreduction. 

Archives  Néerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles,  Haarlem,  Tomé  XXIX, 
1896,  p.  233— 277.  —  \"erscheen  onder  den  titel  »Over  sulfaatreductie  door  Spirillum 
desulfuricansc  in  Verslagen  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Wis-  en  Natuurk. 
Afd.,  Amsterdam,  Deel  III,  1894,  blz.  72—82,  en  onder  den  titel  »Ueber  Spirillum 
desulfuricans  als  Ursache  von  Sulfatreduktion»  in  Centralblatt  für  Bakteriologie  und 
Parasitenkunde.  Jena,  II.  Abteilung,  I.  Band,  1895,  S.  i — 9,  49 — 59.   104 — ii4- 

I.    Allgemeines. 

Die  Bildung  von  Schwefehvasserstoff  und  anderen  Sulfiden  unter  dem  Einfluss 
desLebens  ist  eine  Xaturerscheinungvon  grossemUmfange,  und  wichtig  sowohl 
aus  reinwissenschaftlicherRücksicht,  wie  aus  geologischen  vmd  hygienischenGründen. 
In  biologischer  Hinsicht  liegt  das  Hauptgewicht  des  Vorganges  in  der  Existenz  einer 
ziemlich  umfangreichen  Flora  und  Fauna,  spezifisch  an  Schwefehvasserstoff  adaptier- 
ter  Organismen,  wozu  Infusorien,  Flagellaten  und  Bakterien  gehören  und  wahrschein- 
lich  auch  mehrere  griine  oder  anders  gefarbte  Algen  ').  Die  geologische  Bedeutung 
erhellt  schon  daraus,  dass  der  Schlamm  von  ganzen  Seen  und  selbst  von  gewissen 
Meeren  reich  beladen  ist  mit  Schwefeleisen.  So  soll  der  Boden  des  Schwarzen  Meeres 
mit  einer  enormen,  Schwefeleisen  führenden  Schlainmschicht  bedeckt  sein,  über 
welchem  das  Meereswasser  bis  zu  einer  betrachtlichen  Höhe  schwefelwasserstoff- 
haltig  ist.  In  einer  Tiefe  von  3125  m  wurden  nicht  weniger  wie  6,5  cm'  Schwefel- 
wasserstoff  pro  Liter  gefunden  =).  Die  Hauptmasse  dieser  Schwefelverbindung  rührt 
von  der  Reduktion  von  Sulfaten  her,  ein  kleiner  Teil  dürfte  auf  schwefelhaltige  Pro- 
teïnkörper  zurückzufiihren  sein. 

Braconnot  ist  wohl  der  Erste  gewesen,  welcher  auf  das  \'orkomnien  von 
Schwefeleisen  im  schwarzen  Kloakenschlamm  und  im  Üntergrunde  der  Stadt  Nancy 
hingewiesen  hat,  und  er  glaubte  an  irgend  einen  Zusammenhang  davon  mit  der  Ver- 
breitung  der  Cholera').  Seitdem  ist  es  allgemein  bekannt,  dass  dieser  Körper  an 
thonigen,  abwechselnd  trockenen  und  überfluteten  Meeresküsten,  sowie  im  Schlamme 


')  Die  cigentliehe  an  Schwefehvasserstoff  adaptierte  Fauna  und  Flora  ist  auf  Brack- 
wasser  und  Meerwasser  angewiesen,  und  wir  finden  in  unseren  süBen  Gewassern  davon 
nur  relativ  wenige  Reprasentanten.  (Vergl.  Warming,  Danmarks  Kyster-Bakterier. 
Kjebenhavn   1876.) 

»)   Nature.  Vol.  XLVIII.  1893.  p.  323. 

•)  Examen  de  la  boue  noire  provenant  des  égouts.  (Annalcs  de  Chimie  et  de  Phy- 
sique.  T.  L.  1832.  p.  213.) 
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von  Sümpfen,  Teichen  und  Flüssen  überall  verbreitet  ist,  und  dessen  Entstehung  unter 
Einfluss  des  Lebens  dürfte  ebenfalls  allgeniein  anerkannt  werden,  wenn  darüber  in  der 
Litteratur  auch  nur  sparliche  Angaben  vorliegen.  Hierzu  kommt  nun  noch  der  merk- 
würdige  Umstand,  dass  das  Grundwasser  der  tieferen  Bodenschichten,  wenigstens  ni 
der  Provinz  Süd-Holland,  voUstandig,  in  der  Provinz  Gelderland  ganz  oder  beinahe 
ganz  schwefelsaurefrei  ist,  so  dass  die  Frage  sich  erhebt,  ob  auch  dieses  auf  einem 
durch  Mikrobien  bewirkten  Reduktionsvorgang  der  mit  dem  Oberflachenwasser  in 
die  Tiefe  sickernden  Sulfate  beruhen  kann.  Wenn  diese  Ansicht  nun  \virklich  zutrifft, 
dürften  die  folgenden  Vorgange  in  den  verschiedenen  Bodenschichten  slattfinden: 
I.  Nahe  der  Oberflache,  jedoch  nur  dort,  \vo  vollstandiger  Sauerstoffmangel 
herrscht  (das  Sulfidferment  ist,  wie  wir  spater  sehen  werden,  streng  anaërobisch), 
Schwefelwasserstoffbildung  aus  der  SO'-Gruppe  der  Sulfate.  2.  Ebendaselbst,  oder 
höher  oder  tiefer,  Bildung  von  Schwefeleisen  aus  Ferri-  oder  Ferroverbindungen  im 
Falie Ferrisalze  einwirken  unter  Absetzung  von  regulinischem  Schwefel.  3.  Zersetzung 
des  Schwefeleisens  durch  Kohlensaure  unter  Schwefelwasserstoffbildung.  4.  Oxvda- 
tion  des  Schwefeleisens  oder  des  Schwefelwasserstofts  unter  Sulfat-  oder  Schwefel- 
bildung  nahe  der  Oberflache.  5.  Bildung  von  Schwefelwasserstoff  oder  von  Schwefel- 
saure  aus  etwa  entstandenetn  freien  Schwefel.  Die  Körper,  welche  dabei  in  die  Tiefe 
hineinsickern  können,  sind Calcium-  undFerrokarbonat,  Schwefelverbindungen  können, 
wenn  im  Boden  Sulfat  reduzierende  Organismen  genügend  vorkoimnen,  nicht  tief 
unterhalb  der  Lagerstatte  der  letzteren  anlangen.  Die  Ursache,  warum  der  Schwefel 
bei  diesen  Umwandlungen  immerfort  das  Bestreben  hat,  die  Bodenoberflache  zu 
suchen,  dürfte  darin  bestehen,  dass  der  Diffusionsstrom  des  Schwefelwasserstofïes 
und  anderer  Sulfüre  eben  durch  die  Oxydation  stets  gezwungen  ist,  dem  freien  Sauer- 
stoff,  d.  h.  dem  schwefelwasserstofffreien  Raume  entgegenzugehen,  wahrend  eine 
Fortbewegung  in  die  Tiefe  durch  Schwefeleisenbildung  verhindert  wird.  Die  Kohlen- 
saure bildet  dagegen  eben  in  der  Tiefe  lösliche  Salze,  welche  weiter  in  die  Erde 
hineindringen  können. 

Xach  dieser  Theorie  muss  im  Tiefwasser  solcher  Bodenarten,  wo  das  Sulfidfer- 
ment nicht  leben  kann,  z.  B.  infolge  von  Sauerstoffzutritt,  oder  durch  vollstandige  Ab- 
wesenheit  von  organischer  Nahrung,  Schwefelsaure  vorkommen. 

Die  Form,  worin  das  Schwefeleisen  an  den  obengenannten  Fundorten  auftritt,  ist 
entweder  diejenige  des  unlöslichen  einfachen  Sulfides  (FeS)  oder  des  Hydrates  davon. 
Das  hydratische  Sulfid  kann  unlöslich  oder  mit  schwarzgrüner  Farbe  wasserlöslich 
vorkommen.  Ueberdies  giebt  G  a  u  t  i  e  r  an  '),  dass  in  den  Morasten  auch  Pyrit 
(FeS  -)  gebildet  werde,  und  zwar  durch  O.xydation  von  einfachem  Schwefeleisen 
oder  Eisenkarbonat  bei  Gegenwart  von  freiem  Schwefelwasserstoff-).  \'ielleicht 
muss  diese  Reaktion  also  als  sechster  A'organg  in  der  oben  angeführten  Uebersicht 
wahrscheinlicher  Etappen  der  Schwefelwanderung  in  der  Erdoberflache  eingereiht 
werden.  Jedenfalls  erscheint  die  Frage  nach  der  Verbreitung  des  biogenen  Pyrites 
von  grossem  Interesse. 


')  Comptes  rendus.  1893.  No.  26.  p.  1494.  »Aussi  rencontre  t'on  Ie  protosulfure  de 
fer  et  Ia  pyrite  dans  la  vase  des  marais,  dans  les  terrains  provenant  d'anciens  depots 
riches  en  débris  animaux  ou  végétaux   et   jusque  dans    Ie  soussol  des  grandes  villes.» 

*)  Die  Pyritablagerungen  in  den  Steinkohlenflötzen  dürften  nach  ihrem  Ursprunge 
ebenfalls  hierher  gehören  und  auf  unser  Sulfidferment  zurückzufiihren  sein. 
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Dass  sich  im  Boden  unter  gewöhnlichen  Verhaltnissen  kein  gediegener  Schwefel 
vorfindet,  hangt  oft'enbar  mit  desssen  Unbestandigkeit  bei  Gegenwart  von  Wasser, 
worin  lebende  Bakterien  vorkoinmen,  zusammen,  denn  durch  die  letzteren  wird  das 
Element  ziemlich  leicht  in  Schwefelwasserstoft  verwandelt.  Dieses  diirfte  zunachst  mit 
der  Alkalibildung,  welche  so  vielen  Bakterien  eigentümlich  ist,  zusammenhangen.  Je- 
denfalls  konnte  ich  mich  überzeugen,  dass  der  fein  verteilte,  durch  Oxydation  von 
Schwefelwasserstoff  erzeugte  Schwefel  ebenso  leicht  durch  sehr  verdünntes  Ammon, 
wie  durch  Kontakt  mit  \\'asserbakterien.  bei  Luftabschluss  in  einen  Eisensalz  schwiir- 
zenden  Körper  übergeht. 

2.  D  i  e    V  e  r  s  c  h  i  e  d  e  n  e  n    B  i  1  d  u  n  g  s  w  e  i  s  e  n    des    b  i  o  g  e  n  e  n 
Schwefel  wasserstoffes. 

Schwefelwasserstoff-  oder  allgemeine  Sulfidbildung  durch  Mikroorganismen  kann 
haupts.ïchlich  auf  solche  Weise  stattfinden:  Erstens  durch  Zersetzung  schwefelhaltiger 
Proteïnkörper ;  zweitens  direkt  aus  regulinischem  Schwefel:  drittens  aus  Sulfiden  und 
aus  Thiosulfaten,  indem  die  Thiosulfate  vorher  in  Schwefel  und  Sulfid  zerlegt  werden, 
viertens  durch  Sulfatreduktion. 

Die  beiden  ersten  Entstehungsweisen,  aus  Eiweiss  und  Schwefel,  können  sowohl 
unter  Einfluss  von  Mikrobien  w-ie  ohne  deren  Vermittlung  stattfinden.  Aus  Thiosul- 
faten wohl  ebenfalls,  doch  ist  hier  der  Chemismus,  soviel  ich  weiss,  noch  wenig  unter- 
sucht.  Dagegen  tritt  die  Sulfatreduktion  unter  den  Bedingungen  der  bakteriologischen 
Versuche  nur  als  biologische  Erscheinung  hervor. 

In  Bezug  auf  die  Schwefelwasserstoftbildung  direkt  aus  Proteïnkörpern  sei  daran 
erinnert,  dass  aus  Eieralbumin  einfach  durch  Kochen  sich  o,i  Proz.  Schwefelwasser- 
stoff entwickelt,  und  dass  die  Würze  der  Brauereien  und  Presshefefabriken  beim  voll- 
standigen  Ausschluss  von  Mikroorganismen  dennoch  beim  Kochen  neben  einer  ge- 
ringen  Kohlensauremenge  auch  flüchtige  Sulfide  abgiebt  ')• 

DerUebergang  vonSchwefel  durch  den  Kontakt  mit  gewissen,  leicht  zersetzlichen 
organischen  Körpern  in  Schefelwasserstoff  war  schon  mehrfach  Gegenstand  der  For- 
schung').  Blut,  Eiweiss,  Eidotter  und  Hefee-xtrakt  seien  in  dieser  Beziehung  besonders 
genannt,  ebenso  die  Safte  verschiedener  thierischer  Organe.  Ob  hierbei  immer  ge- 
nügendUnterschiedgemacht  ist  zwischendem  sich  aus  dem  Schwefel  und  dem  sich  schon 
aus  den  verwendeten  organischen  Stoffen  entwickelnden  .Schw-efelwasserstoff,  ist 
zweifelhaft.  Boe  hm  giebt  an  »),  dass  Quellenwasser  mit  Schwefelblumen  in  ge- 
schlossenen  Flaschen  bei  Luftabschluss  Schwefelwasserstoff  entwickelt,  wahrfend  reines 
Wasser  dieses  nicht  thut.    Für  Hefeextrakt  liegen  Angaben  vor  von  R  e  y  -  -P  a  i  1- 


')  Zcitschr.  f.  Brauwescn.  Bd.  XVII.  1894.  p.  6;.  Hier  findet  man  Arbciten  von 
Brand  und  Elion  rcferiert.  DaB  Mikrobien  dabei  bcdcutungslos  sind,  wird  im  Referate 
zwar  nicht  spcziell  hcrvorgehoben,  folgt  abcr  aus  dem  Wortlautc,  und  ich  kann  das 
aus  eigener  Erfahrung  bcstatigen. 

')  Litteratiir  bei  Rubner,  Modus  der  SclnvcfcKvasserstofFbildung  bei  Bakterien. 
(Arch.  f.  Hygiëne.  Bd.  XVI.  1802.  p.  58  und  p.  78.)  Es  mag  auch  daran  erinnert  werden, 
daB  Schwefel  schon  einfach  durch  kochendes  Wasser  Schwefelwasserstoflf  entwickelt, 
unter  glcichzeitigcr  Bildung  von  schwefeligcr  Saure.  (Cross  &  Higgins,  Chemical 
News.  Vol.  XXXIX.   1875    P.  136.) 

•)  Monatshcfte  für  Chemie.   Bd.  III.   1833.  p.  224. 
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h  a  d  e  '^),  woraus  erhellt,  dass  der  sclnvefclwasserstofferzeuKende  Körper  (wcichcr 
von  R.  P  a  i  1  h  a  d  e  »Philothion«  genaniit  wird)  in  verdünntem  Alkohol  löslich  ist, 
und  dass  das  Extrakt,  ahnlich  wie  W'ürze,  bei  dieser  Zersetzung  Sauerstofï  absorbiert 
und  Kohlensaure  abgiebt.  Ziir  Herstellung  des  Extraktes  muss  Hefe  zerrieben  tiinl 
mit  kaltem  Wasser  extrahiert  werden.  Die  Aktivitat  geht  durch  Kolden  verloren,  be- 
ruht  also  wahrscheinlich  auf  einen  koagulierbaren  Proteïnkörper. 

Die  einfachste  Weise,  Schwefel  in  Schwefehvasserstoff  liberzufiihren  unter 
direktem  Einfluss  des  Lebens.  ist  wohl  durch  Einführung  von  Sclnvefelblumen  in 
irgend  eine  stark  faulende  Fliissigkeit  oder  in  eine  durch  Alkoholhefe  stark  garende 
Zuckerlösung.  Ein  Stiick  Bleipapier  farbt  sich  in  den  D.ïmpfen  solcher  Flüssigkeiten 
schon  in  wenigen  Minuten  tiefbraun.  Da  dieses  auch  stattfindet  in  mit  rein  kultivier- 
ter  Hefe  versetzten  Rohrzuckerlösungen,  so  ist  es  sicher,  dass  die  Funktion  nicht 
Bakterien  allein.  sondern  auch  der  Hefezelle  zukommt.  Beziiglich  des  hierbei  obwal- 
tenden  Chemismus  besteht  l'nsicherheit ;  vielleicht  handelt  es  sich  nur  urn  den  Einfluss 
eines  aus  den  Hefezellen  nach  aussen  diftundierenden  Stoffes,  welcher  dann  identisch 
sein  könnte  mit  dem  aktiven  Prinzip  von  R  e  y  -  P  a  i  1  h  a  d  e. 

Die  beiden  folgenden  einfachen  Versuche  iiber  den  biogenen  Ursprung  des  Schwe- 
felwasserstoffes  aus  Proteïnkörpern  und  aus  regulinischem  Schwefel  sind  für  Demon- 
strationen  geeignet. 

Man  füUe  ein  K  ü  h  n  e'sches  Garungsköibchen  -)  von  25  cm"  Inhalt  mit  durch 
Kochen  luftfrei  gemachtem  Fleischwasser  umi  mit  0.7  Proz.  Ferrolaktat  oder  Mohr- 
salz  ais  Indikator;  ein  zweites  .ïhnliches  Kölbchen  mit  dem  gleichen  Gemisch,  wozu 
noch  überdies  Schwefeiblumen  gegeben  sind.  Man  infiziert  mit  einigen  Tropfen  Gra- 
benwasser  oder  etwas  Gartenerde  und  stellt  beide  in  den  Brütschrank  bei  30°  C. 
Suifatreduktion  findet  in  den  genannten  Flüssigkeiten  nicht  statt.  Dennoch  tritt  in 
beiden  Fallen  schon  nach  24  Stunden  eine  Schwarzung  auf  infolge  von  Schwefeleisen- 
bildung.  Es  ist  dabei  dann  bemerkenswert,  dass  im  Kölbchen  ohne  SchwefeJ  die  Far- 
bimg  bald  eine  Grenze  erreicht,  w.ïhrend  sie  in  dem  mit  Schwefel  versetzten  Kölb- 
chen viel  langer  fortschreitet  und  unter  Absetzung  von  viel  schwarzem  Pr.ïzipitat  die 
Fliissigkeit  tief  schwarz  farbt. 

Aus  Thiosulfat  lasst  sich  die  -'>chwefelwasserstoffbildung  leicht  zeigen,  wenn 
wachsende  Hefezellen  damit  in  Beriihrung  sind.  Ich  versetze  zu  diesem  Zwecke  eine 
Würzegelatine  mit  ca.  0,1  Proz.  Natriumthiosulfat  (Na=S-0"-|-5H-0),  bringe  in  die 
noch  halbfliissige  Masse  eine  Prise  reiner  Hefezellen  und  lasse  nach  dem  Umschiitteln 
im  Kölbchen  erstarren.  In  den  Hals  iles  Kölbchens  wird  ein  Stiick  Bleipapier  gehjingt. 
Man  bemerkt  dann  bei  Zimmertemperatur  nach  einigen  Tagen.  wenn  die  Hefe  kriiftig 
zu  wachsen  beginnt,  eine  intensive  Schwefelbleibildung. 

Das  Reduktionsvermögen  der  Hefe  in  Bezug  auf  Thiosulfat  liisst  sich  auch  sehr 
leicht  in  den  Garungen  nachweisen.  Lasst  man  z.  B.  eine  20-proz.  Rohrzuckerlösung 
in  Leitungswasser  mit  15  Proz.  frischer  Presshefe  vergaren,  so  wird  man,  wenn  einer 
solchen  Lösung  '/^n  Proz.  Natriumthiosulfat  zugesetzt  wird,  eine  vollstandige  Zerle- 
gung  dieses  Salzes  unter  Schwefelwasserstofïbildung  nachweisen  können. 


')  Comptes  rendus.   1888.   11    Juni   und  2   Juli.   18.  Fcbr.  1880  und  22.  Juni    1894. 

*)  T.  Smith,  The  fermentation  tube  with  special  reference  to  anacrobiosis  and 
gasproduction  among  Bacteria.  (Reprint  from  the  Wilder  Quarter-Ccntury  Book. 
p,   187.   Ithaca    1803.) 
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Auch  Sulfite  werden  unter  den  gleichen  Verhaltnisen  zersetzt  unter  Abspaltung 
von  H-S.  So  konnte  ich  ^Ji-^Ftoz.  Natriumsulfit  (Na-S0*+7H=0)  unter  gleichen  Be- 
dingungen,  wie  beim  Thiosulfat  genannt,  zum  Verschwinden  bringen  und  fand  dafür 
nahezu  die  iiquivaleiite  Quantitat  H-S  zurück.  Diese  Vorgange  sind  bemerkenswert, 
weil  Nitratc,  Nitrite,  Indigkarmin  und  Laknius  durch  Hefe  nicht  reduziert  werden  '). 

Auch  Holschewnikoff's  Bacterium  sulfureum  zerlegt  Natriuni- 
thiosulfat  unter  H-'S-F.iliknig^). 

Hier   mag   ebenfalls   ein   wenig   bekannter   Versuch    von    Z  e  1  i  n  s  k  y    angeführt 

werden  '*). 

Dieser  Forscher  beschreibt  unter  deni  Namen  Bacterium  h  \  d  r  o  s  u  1  f  u  - 
reum  einc  Mikrobie,  welche  aus  folgcndeni  Gemische  Schwefelwasserstoff  ent- 
wickelt:  i  Proz.  Ammontartrat,  i  Proz.  Traubenzucker,  '/j  Proz.  Natriumthiosulfat, 
0,1  Proz.  Kaliumphosphat  und  Spuren  von  Calciumchlorid.  lm  Referate  wird  ohne 
naheren  Beleg  auch  noch  angegeben,  dass  das  Bakterium  Sulfide  und  Sulfate  zerlegen 
kann,  und  dass  sowohl  Aërobiose  wie  Anaërobiose  dabei  stattfindet.  Eine  bestimmte 
Angabe,  aus  welcher,  bei  Abwesenheit  anderer  Schwefelquellen,  das  quantitative  Ver- 
schwinden einer  bekannten  Sulfid-  oder  Sulfatmenge  und  daraus  das  Hervortreten  von 
Schwefelwasserstoff  erhellt,  wird  im  Referate  nicht  gegeben.  In  dieser  letzteren  Be- 
ziehung  sind  die  anderen  mir  bekannten  uiteren  Arbeiten  über  Schwefelwasserstoff- 
bildung  aus  Sulfaten  auch  nicht  geniigend  beweiskriiftig*). 

Eben  dieser  Umstand  veranlasste  mich,  die  wichtigsten  biogenen  Bildungsweisen 
der  Sulfide  im  allgemeinen  hier  kurz  zu  betrachten,  denn  bei  den  A^ersuchen  über  Sul- 
fatreduktion,  wohei  es  sich  um  den  Nachweis  von  Sulfiden  handelt,  das  ist  von  Kör- 
pern,  wovon  die  geringsten  Spuren  schon  sehr  kraftig  reagieren,  muss  man  sich 
immer  bewusst  sein,  aus  welchen  anderen  Ouellen  als  Sulfaten  die  etwa  gefundenen 
Sulfide  wohl  herrühren  können. 

3.     Zur    Theorie    der    biogenen     Schwefelwasserstoffbildung. 

Die  theoretischen  Betrachtungen  einiger  Autoren  über  die  chemische  Ursache  der 
Schwefelwasserstoffbildung  durch  Mikroorganisnien  sind  einerseits  durch  die  Viel- 
heit    der  hierbei     in   Betracht    kommenden  Umstande,   andererseits    durch  die  Unbe- 


')   Andererseits   werden  Jodate  durch   Hefc  reduziert  unter  Jodidbildung. 

')  Fortsrhritte  der  Medizin.  1889.  No.  6.  (Citicrt  nach  Baumgarten"s  Jahres- 
bericht.  Bd.  V.   1889.  P-  45o.) 

')  P.  und  C.  G.  Frank  lan  d,  MicroorRanismus  in  water.  1894-  P- 458.  Hier  findet 
man  ein  Referat  von  Prinz  Krapotkin  von  einer  russiscben  Abhandlung:  «Zclinsky, 
Ueber  SchwefelwasscrstofÏKarunK  im  Schwarzen  Meere  und  den  , Limans  von  Odessa' 
aus  Fortschr.  d.  russisch.  chcm.  u.  pbysikal.  Gescllsch.  Vol.  XXV.  l8o3-  Heft  5.t  Die 
Bakterien  wurdcn  im  Sclilaninu-  (k-s  Schwarzen  Mceres  s;efnn(len  bei  GelcKenhcit  der 
•  Zaphorozlietsn-Expcdition. 

*)  Cohn,  Archiv  f.  Mikrosk.  .\natoniic.  Bd.  111.  1867.  p.  54.  Lntli.  Meycr,  Jmirnal. 
f.  prakt.  Chemie.  Bd.  XCT.  p.  5.  184.  Plauclind,  Kéduction  des  sulfates  par  les  sulfu- 
raires.  (Compt.  rendus.  29.  Jan.  1877,  26.  Dez.  1882.)  Étard  et  Olivier,  Réduction  des 
sulfates  par  les  étres  vivants.  (Compt.  rendus.  T.  XCV.  1882.  p.  846.)  Olivier,  Glarine  et 
Barégine.  (Compt.  rendus.  T.  CVI.  1888.  p.  1744,1806.)  W  i  n  d  k  ra  d  s  k  y,  Botan.  Zeitunu 
1887.  p.  490. 
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kanntheit,  worin  man  bisher  bezüglich  des  Hauptagens  der  Sulfatreduktioii  in  uiisercn 
Gewassern  war,  nicht  sehr  wichtig. 

Inzwischen  durften  hier  doch  ein  paar  dieser  Ansichten,  welche  \(in  angesehenen 
Forschern  herrühren,  kur/  erwiihnt  werden. 

Mehrfach  wurde  die  Hypothese  ausgesprochen,  der  \'organg  berulie  auf  der  Wir- 
kung  von  Wasserstofï  im  status  nascens,  weicher  durch  die  Mikrobien  gebildet  werden 
soll.  Zur  Erhiirtinig  dieser  Ansicht  geben  Petri  und  Maassen  an'),  dass  mit 
Wasserstoft'  beladenes  Palladiummohr,  aus  in  Wasser  frei  verteilten  Schwefelbknuen, 
sowie  aus  Lösungen  von  Thiosullat,  Eivveiss  und  Pepton  bei  50°  C  Schwefelwas.serstoff 
erzeugt,  wenn  man  nur  durch  einen  Wasserstoffstrom  dafiir  sorgt,  dass  die  Luft  nicht 
zutreten  kann.  Ferner  erwahnen  diese  Autoren  auf  p.  352  ihrer  Abhandlung,  dass  Am- 
monsulfat  Schwefelwasserstofï  abgiebt  durch  Einwirkung  von  aus  Zink  mit  S'alzsaure 
erzeugtem  Wasserstoft'.  Als  ich  jedoch  mit  reinem,  schwefelfreien  Zink  in  einer  luft- 
freien  5-proz.  Ammonsulfatlösung  diesen  Versuch  zu  wiederholen  suchte,  konnte  ich 
keinen  Schwefelwasserstoff  anzeigen,  und  in  noch  verdünnteren  Lösungen  ebenso- 
wenig.  Ich  muss  deshaib  glauben,  dass  die  genannten  Forscher  sehr  konzentriertes 
Ammonsulfat  und  ebenfalls  sehr  konzentrierte  Salzsaure  für  ihren  Versuch  verwendet 
haben  (indem  ich  natürlich  voraussetze,  dass  ihnen  schwefelfreies  Zink  vorlag),  wobei 
dann  ebenfalls  eine  konzentrierte  Schwefelsaure  entstehen  musste,  welche  leicht 
schwefelige  Saure  abgiebt,  woraus  mit  Wasserstofï  Schwefelwasserstofï  entsteht;  diese 
Reaktion  ist  aber  sehr  verschieden  von  den  biologischen  Vorgangen,  worum  es  sich 
hier  handelt. 

Dass  durch  solche  Analogieën  der  Chemismus  der  physiologischen  Reduktion 
wirklich  verstandlicher  werden  sollte,  vermag  ich  nicht  recht  einzusehen.  Hierzu  ware 
es,  um  bei  der  Wasserstofïhypothese  zu  bleiben,  dann  doch  notwendig,  in  den  reduzie- 
renden  Zeilen  die  Gegenwart  des  Wasserstoffs  nachzuweisen,  und  niin  steht  es  fest, 
dass  bei  dem  von  mir  entdeckten  Sulfidfermente  kein  Schatten  von  Wasserstoffbil- 
dung  zu  bemerken  ist,  und  dasselbe  gilt  beziiglich  der  früher  genannten  Reduktions- 
vorgiinge  durch  Hefe,  worin  noch  von  keinem  Forscher  die  Gegenwart  von  Wasser- 
stoft' nachgewiesen  ist=).  Andererseits  ergeben  meine  Yersuche,  dass  in  denjenigen 
Fallen,  wo  Wasserstofï  faktisch  entsteht,  wie  bei  den  Bakterien  der  Coli-Gruppe,  und 
bei  den  anaëroben  Granulobakterarten,  welche,  wie  das  Butylferment  (Gr.  b  u  t  y  1  i  - 
cum)  und  die  Buttersaurefermente  (G.  saccharo  b  u  tv  ricum  und  (">.  lac  tobutyri- 
cum),  massenhaft  Wasserstoft  produziereii  und  überdies  Indigkarniin  und  Lakmus 
schnell  reduzieren,  das  Vermogen,  aus  Sulfaten  Schwefelwasserstoff  zu  bilden,  fehlt. 
Hoppe-Se  y  Ier  hat  versucht,  den  \'organg  in  Zusammenhang  zu  bringen  mit 
der  Methangarung  der  Cellulose,  welche  bei  Gegenwart  von  Gips  und  Eisenoxyd  einen 
anderen  \^erlauf  nimmt,  wie  bei  Abwesenheit  dieser  Körper,  und  nur  mit  deren  Mithilfe 
Schwefeleisen  und  Calciumkarbonat  erzeugt.  Hoppe-Se  y  Ier  kann  darum  die 
Sulfatreduktion  nicht  als  einen  »selbstandigen  Prozess,  der  durch  niedere  Organismen 


')  Beitr.  z.  Biologie  der  krankheitserregenden  Bakterien,  insbesondere  übcr  die 
Bildung  von  Schwefelwasserstofï  durch  dieselben  unter  vornehmlicher  Berücksichtignng 
des  Schweinerotlaufes.   (Arb.  des  Kaiserl.  Gesundheitsamtes.   Bd.  VIII.   1893.  p.  350.) 

•)  Wasserstoffionen  werden  sich  allerdings  vvohl  in  den  Hefezellen  vorfindcn, 
waren  diese  aber  die  Ursache  der  Reduktionsvorgange.  so  müBte  jede  Saure  ein  Re- 
diiktionsmittel   sein. 
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ausgeführt  wir(l«  '),  betrachten.  Inzwischen  erweist  er  nicht  iiberzeugend,  dass  bei 
seinem  Versuche  nicht  niehrere  bioKigische  Prozesse  neben  eiiiander  verlaufen  sind. 
Nach  meiner  Ansicht  ist  das  aber  ganz  sicher  der  Fall  gewesen,  und  die  folgenden 
Zeilen  werden  dafiir  den  Beweis  beibringen  ;  dcnn  es  wird  sich  ergeben,  dass  die  Re- 
duktion  des  Calciumsulfates  mit  Bildung  von  Schwefehvasserstoft'  durch  wenigstens 
einen  spezifischen  Erreger  besorgt  wird,  der  jedenfalls  nicht  direkt  mit  der  Methan- 
bildung  zusanimenhangt  und  Cellulose  nicht  angreift.  Auch  ist  die  Gegenwart  von 
Eisensalzen  fiir  die  Reduktion  der  Sulfate  durchaus  nicht  notwendig.  Bei  Hoppe- 
Se  y  1  e  r 's  Versuch  verschwindet  Filtrierpapier  unter  Einfluss  von  Kloakenschlamm, 
und  an  seine  Stelle  tritt  Methaii  mit  Kohlensaure  in  die  Erscheinung.  Wenn  nun 
angenommen  wird,  und  es  scheint  niir  kaum  möglich,  etwas  Anderes  anzuiiehmen,  dass 
das  Filtrierpapier  ver  der  Verdrangung  in  der  Flüssigkeit  gelost  vorkomme,  dann  ist 
es  jedenfalls  sehr  begreiflich,  dass  auch  noch  andere  Mikroorganismen,  wie  das 
iibrigens  noch  problematische  Methanferment,  sich  damit  ernahren  können. 

Es  wird  dadurch  dann  erkliirlich,  warum  das  \'erhaltnis  zwischen  Kohlensaure 
und  Methan,  welches  unter  den  normalen  \ersuchsbedingungen  wie  i  :  lo  war,  durch 
Zusatz  von  Gips  (und  Eisenoxyd),  wodurch  das  Leben  des  Sulfidbildners,  sowie  zahl- 
reicher  anderer  Mikrobien  infolge  der  Schwefelwasserstoffbildung  gefördert  oder  er- 
möglicht  wurde,  in  lO  :  i  übergehen  konnte.  Allerdings  erfordert  diese  Erkljirung  die 
Gegenwart  eines  Celluloseenzyms  in  der  Methangarung,  wahrend  ein  solches  Enzym 
bisher  noch  ebensowenig  entdeckt  ist,  wie  das  Methanferment  selbst.  Auch  bei  dieseni 
Erkljirungsversuche  stösst  man  also  auf  Unsicherheiten,  und  es  scheint  mir  auch 
eigentlich  noch  verfriiht,  eine  tiefere  Theorie  zur  Begründung  eines  Vorganges  auf- 
zustellen,  wovon  die  naher  liegenden  Ursachen  noch  so  wenig  bekannt,  dass  die  relativ 
rohe  Entdeckung  des  Sulfidfermentes  erst  jetzt  gelungen  ist. 

In  Bezug  auf  die  direkte  Verwandlung  des  regulinischen  Schwefels  in  Sulfide 
bemerkte  ich  schon  in  §  i,  dass  dieser  Vorgang,  nach  meiner  Ansicht,  wahrscheinlich 
mit  der  Alkalibildung,  welche  so  allgemeinen  im  Bakterienkörper  stattfindet,  zusam- 
menhangt. 

4.    Zur   quantitativen    Bestimmung   der    Produkte   der   Sul  fa  t  reduktion. 

Für  unseren  Zweck  ist  zu  empfehlen,  den  bei  der  Reduktion  entstehenden  Schwe- 
felwasserstofï  jodometrisch  zu  bestimmen.  Wenn  auch  ein  Teil  des  Reduktionspro- 
duktes  als  Sulfür  (z.  B.  als  CaS,  FeS  oder  (XHM-S)  oder  als  Sulfydrat  (NH'HS 
oder  NaHS)  gegenwartig  ist,  muss  daraus  doch  in  .sauerer  Lösung,  worin  die  Be- 
stimmung stattfindet,  Schwefelwasserstoff  entstehen,  so  dass  die  Gegenwart  soldier 
Körpcr  die  Bcrechnung  nicht  stort,  und  einen  Schluss  gcstattet  auf  die  Quantitat  der 
durch  Reduktion  verschwundenen  Schwefels.ïure. 

Tnzwisclun  finde  ich  bei  mcinen  Versuchen  immer  viel  weniger  Schwefewasser- 
stoff  als  theoretisch  für  das  verschwundene  Sulfat,  wenn  dieses  ganz  in  Sulfid  über- 
geführt  ware,  gefördert  wird.  Die  Abweichungen  sind  sehr  gross,  nur  '/j,  -'3  und  im 
günstigsten  Falie  =/<  t'es  verschwundenen  Sulfates  konnten  als  Schwefelwasserstoff 
titriert  werden.  Es  ist  deshalb  nötig,  zu  erwagen,  wo  der  Rest  des  Schwefels  gesucht 
werden  muss. 


')   Ucbcr  die  Zersctzung  der  Cellulose  mit  BiUhinK  von  Mithan.   (Zeitschr.   f.  i>liy- 
siolog.  Chemie.  'Bd.  X.   1886.  p.  432.) 
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Es  dürfte  hierbei  besonders  ati  drei  Hauptquellen  eines  »Schwefelverlustes«  ge- 
dacht werden,  namlich  die  Abscheidung  \cin  reKiilinischem  Schwefel  aus  den  Sulfiden, 
die  Binduiig  von  Schwefel  als  Sulfit  oder  Thiosulfat  uiid  die  Binduiig  des  Schwefels 
beim  Aufbau  der  organischen  Bakteriensubstanz  '). 

Betrachten  wir  jeden  der  geiiannten  Faktoren  etwas  naher. 

Da  es  bei  der  bakteriologischen  Uiitersuchung  der  Sulfatrediiktion  iiötig  ist, 
einen  empfindlichen  Indikator  zu  verwenden,  ist  dabei  der  Gebrauch  von  Ferro-  oder 
Ferrisalzen  sehr  zu  empfehlen.  Für  die  quantitative  Untersuchung  entsteht  dadurch 
jedoch  eine  Unsicherheit,  da  eben  die  Eisensalze  sehr  leicht  zu  Schwefelabtrennung 
veranlassen.  Für  die  Ferrisalze  gilt  dieses  selbst  bei  vollstandigeiii  Luftabschlusse -')  ; 
für  Ferrosalze  bei  Luftzutritt  ").  Hierbei  muss  ebenfalls  wohl  bedacht  werden,  dass 
Schwefelwasserstofï  bei  Luftzutritt  an  sich  leicht  zu  Schwefel  und  Wasser  oxydiert 
und  dass  dieses  auch  teihveise  stattfindet  beim   Schwefeleisen  *). 

Bei  der  quantitatixen  Bestimmung  inuss  nuTi  zwar  jedenfalls  bei  Luftabschluss 
experimentiert  werden.  Da  jedoch  Schwefel,  welcher  beim  bakteriologischen  Ver- 
suche  durch  irgend  eine  Ursache  einmal  abgeschieden  ist.  nur  langsam  in  Sulfid  zu- 
rückkehrt,  und  bei  jeder  Titrierung  l)einahe  unvermeidlich  etwas  Luft  zutritt,  wo- 
durch  eine  kleine  Menge  Schwefel  ini  Kulturgefiisse  entsteht,  welche  bei  einer  fol- 
genden  Titrierung  noch  nicht  verschwunden  ist.  so  sieht  man,  dass  mehrere  Ursachen 
vorliegen,  wodurch  infolge  von  Schwefelbildung  eine  genaue  Uebereinstinimung 
zwischen  reduziertem  Sulfat  und  gefundenem  Schwefelwasserstoffe  nicht  zu  erwar- 
ten  ist.  Bei  meinen  Versuchen  habe  ich,  wie  gesagt,  im  günstigsten  Falie  ca.  -'/j  des 
verschwundenen  SO"  als  H-S  titrieren  können,  meistens  kam  ich  nur  auf  -/a  und  oft 
selbst  nur  auf  '!■>  der  Totalmenge.  Da  im  allgemeinen  die  Versuche  ein  destn  luiheres 
Schwefelwasserstoff  ergeben,  je  grösser  die  verwendeten  zu  reduzierenden  Flüssig- 
keitsmassen  sind,  ist  es  deutlich,  dass  dabei  die  Luft  oder  das  Eisenoxyd  wohl  infolge 
der  Schwefelabscheidung  eine  betr.ïclitliche  Rolle  mitspielen,  doch  glaube  icii.  dass 
daraus  zugleich  hervorgeht,  dass  die  Abweichung  so  gross  ist,  dass  sie  nicht  allein 
durch  Schwefelabtrennung  (oder  Sulfatrückbildung  wahrend  des  Versuches)  erkl.ïrt 
werden  kann,  sondern  dass  auch  die  anderen  beiden  \'erlustquellen  mitwirken 
mussen. 

Die  Bindung  eines  Teiles  des  Schwefels  beim  Aufbau  des  Bakterienkörpers  wird 
dann  wichtig  werden,  wenn  sehr  viel  organische  Stoffe  in  der  ursprünglichen  Lösung 
vorkommen,  so  dass  auch  viel  organisiertes  Material  entstehen  muss.  Da  die  Reduk- 
tionsversuche  jedoch  in  beinahe  ganz  klaren  Flüssigkeiten  verlaufen  können.  woraus 
hervorgeht,  dass  die  Masse  des  Sulfidfermentes,  welches  sehr  aktiv  ist,  nur  ver- 
schwindend  klein  zu  sein  braucht,  selbst  um  sehr  betrachtliche  Sulfatmengen  zu  redu- 
zieren,  so  ist  es  klar,  dass  in  der  .Schwefelbildung  als  organisierte  Sulistanz  jedenfalls 
nicht  immer  eine  betr.'ichtliche  Ouelle  des  .Schwefeldefizits  gelegen   sein   kann. 


')    Icli    Klaubc    nicht.    daB    bei   meini-ni    \\TsiK'li>vcrfahren    an    die   Entstoluins   von 
Polysulfüren   sedacht  werden  kann. 

')   Fe^COHj-^  +  sH'S  =  2FcS  +  S-[-6H  =  0 
Fe«C1«  +  3(NH«)'S  =  2FcS  +  S-f  óNH'CI. 

•)2FeS-|-30=    Fe»0»  +  2S. 

')   FeS  +  4O  :=  Fe'SO';   hierbei  entstehen  zugleich  FerrivcrliindiniKon   iind  tïndet 
wieder  Schwefelabtrennung  statt. 
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Eine  sehr  betrachtliche  Fehlerquelle  niuss  dagegen  entstehen,  wenn  Sulfite  gegen- 
wartig  sind  und  die  Flüssigkeit  angesauert  wird.  Denn  wenn  auch  Sulfite  in  neutraler 
Lüsung  sich  bei  der  Jodmethode  quantitativ  wie  Schwefehvasserstofï  betragen,  so  ist 
dies  durchaus  nicht  mehr  der  Fall  bei  Gegenwart  einer  Saure,  wodurch  schwefelige 
Saure  entsteht,  welche  unter  Schwefelbildung  einen  Teil  des  Schwefelwasserstoffes 
zerlegt  und   so  zu  einer  doppelten   Fehlerquelle  veranlasst. 

Wenn  man  ferner  überlegt,  dass  das  bei  der  Dosierung  verwendete  Jod  viermal 
mehr  reduzierte  Schwefelsaure  anzeigt,  wenn  diese  als  Thiosulfat  titriert  wird,  wie 
wenn  als  Schwefehvasserstofï  bestimmt  •),  so  sieht  man,  dass  eine  geringe  Menge 
Thiosulfat  ebenfalls  einen  sehr  merklichen  Efïekt  auf  die  Rechnung  ausüben  muss. 
Da  ich  auf  Grund  des  \  erhaltens  meiner  reduzierten  Lösungen  Silber-,  Eisen-  und 
Zinksalzen  gegenüber  wirklich  auf  Sulfit-  oder  Thiosulfatgegenwart  glaube  schliessen 
zu  mussen,  wenn  es  auch  noch  nicht  gelang,  diese  Körper  als  solche  abzuscheiden,  so 
scheint  mir,  dass  hier  eine  weitere  Untersuchung  mit  Aussicht  auf  Erfolg  wird  ein- 
setzen  können  '). 

Kurz,  ich  glaube,  dass  die  Bildung  von  Thiosulfaten  oder  Sulfiten  neben  der- 
jenigen  von  Sulfiden  bei  der  Sulfatreduktion  stattfinden  muss.  Da  jene  Körper  alier, 
wie  wir  gesehen  haben,  an  sich  sehr  leicht  reduzierbar  sind,  muss  es  möglich  sein, 
dieselben  doch  schliesslich  wieder   in  Sulfide   zu  verwandeln. 

Wenn  aus  dem  Vorhergehenden  erhellt,  dass  eine  quantitative  Schwefelsiiurebe- 
stimmung  in  Wasser  vermittelst  des  Reduktionsverfahrens  noch  nicht  gefunden  ist,  so 
ergiebt  sich  daraus  zu  gleicher  Zeit,  dass  weitere  Versuche  in  dieser  Richtung  nicht 
aussichtslos  sind,  was  besonders  ileshalb  betont  werden  mag,  weil  die  Reduktionsver- 
suche  an  sich  ausserordentlich  einfach  eingerichtet  werden  können.  Es  wiirde  zur  Er- 
reichung  jenes  Zieles  nur  nötig  sein,  dem  Reduktionsprozesse  einen  konstanten  Ver- 
lauf  zu  geben,  was  wohl  vielleicht  durch  Zusatz  bestimmter  anorganischer  Salze,  wie 
Kochsalz,  gelingen  dürfte. 

Was  nun  die  praktische  Ausführung  der  Bestimmungen  betrifift,  so  mag  hier 
folgendes  hervorgehoben  werden. 

Der  ganze  Reduktionsversuch  muss,  wie  gesagt,  bei  Sauerstoffabschluss  stattfin- 
den. Da  es  erwiinscht  ist,  mit  grossen  Flüssigkeitsmengen  zu  experimentieren,  ver- 
wende ich  Glasflaschen  von  2  1  Tnhalt  oder  (weissglasige)  gewöhnliche  Flaschen  mit 
»Bierverschluss«,  welche  bis  zum  Stopsel  anzufüllen  und  luftdicht  zu  verschliessen 
sind.  Anfangs  arbeitete  ich  mit  der  bekannten,  aus  einem  Stücke  geblasenen  Gas- 
waschflasche,  wobei  ich  beim  Titrieren  leicht  durch  Wasserstoffdruck  eine  bestimmte 
Zahl   von   cm'   in  die  titrierte    Jodlösung  iiberführen  konnte.    Doch  bin  ich   sp.ïter   zu 


')  Dieses  «eht  hcrvor  aus  den  Formeln  H 'S  +  2J  =  2H.T  +  S  und  2(S'0'Na') 
-j-  2J  =  2NaJ  -|-  S'0°Na*,  woraus  sich  erKiebt,  daB  l  cm'  NornialjodlösunR  f127  uir) 
mit  40  nis  SO'  korrcspondiert,  wenn  dieses  in  Schwefehvasserstofï,  dagcRcn  mit  160  mg 
SO',  wenn  dieses  in  Thiosulfat  übergegangen  ist. 

')  Grahenwasser  an  sich  absorbiert  zwar  etwas  Jod  (destillicrtcs  und  Leitungs- 
wasser  thiin  dieses  ebenfalls),  doch  bat  sich  durch  Titrierung  mit  tausendstcl  Normal- 
jodlösung  hcrausgcstcllt,  daB  dor  Betrag  so  klein  ist,  daB  ich  bei  nicinen  \'crsiirhen 
damit  nicht  zu  rechncn  batte.  Tch  will  'hier  noch  scblicBlich  bemerken,  daB  ich  mit 
Hilfo  von  Kaliumjodat  zwar  vorgcbcns  nacli  Sidfitcn  gcsucht  habe,  doch  laBt  diese 
Reaktion  an  Sichcrhcit  zu  wünschen  übrig,  wonn  sic  in  so  konipliziertcr  Lösung.  wie 
die  uns  hier  bcschaftigendc,   verwcndet  wird. 
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den  gewühnliciien  Stöpselflaschen  gekommen,  womit  sich  lür  uiiseren  Zweck  gcnau 
genug  arbeiten  lasst.  Auch  habe  ich  viele  Versuche  in  grossen  Standglasern  von  vier 
und  mehr  Litern  Inhalt,  welchc  einfach  ganzlich  niit  der  zu  reduzierenden  Flüssigkeit 
angefiiilt  und  vermittelst  einer  auf  deni  Wasser  und  dem  Rande  liegenden  Glasplatte 
abgeschlossen  waren,  niit  bestem  Krfoige  ausgeführt.  Der  geliiste  Sauerstoff  wird 
bald  durch  die  saprophyten  Bakterien  absorbiert  und  wenn  der  organische  Stoff  nahe- 
zu  verschwunden  und  dabei  das  Medium  sauerstofffrei  geworden  ist,  fangt  das  Sulfid- 
ferment  sich  zu  vermehren  und  zu  reduzieren  an.  Ist  noch  viel  organische  Substanz 
nach  dem  Verbrauch  des  Sauerstoffes  vorhanden,  so  kann  eine  Lüftung  notwendig 
werden,  ohne  welche  Reduktion  ülierhaupt  nicht  eintreffen  wiirde,  weil  dem  Sulfid- 
fermente  schadliche  organische  Körper  vorher  durch  die  anderen  Bakterien  zerlegt 
werden  mussen.  Die  Kunst  der  Reduktionsversuche  besteht  darin,  die  Menge  der  zu- 
gesetzten  Nahrung  ebeii  zureichend  zu  machen  zur  Erlangung  und  ErhaUung  der 
Anaërobiosis  des  Sulfidfermentes  bei  Gegenwart  einer  sehr  verschiedenartigen  Flora 
und  Fauna  von  Nebenfermenten. 

Nachdem  das  niemals  fehlende  Prazipitat  gut  durch  Schütteln  in  der  Flüssigkeit 
verteilt  ist,  wird  je  nach  Umstanden  lo,  25,  50  cm^  vermittelst  einer  Stielpipette  aus 
der  Tiefe  gesaugt  und  die  Flasche  wieder  mit  der  urspriinglichen  Flüssigkeit 
ganzlich  angefüllt,  verschlossen  und  zu  weiterer  Reduktion  im  Brutschranke  gelassen. 
Der  Inhalt  der  Pipette  wird  in  einer  bestimmten,  dem  Schwefelwasserstofi'  mehr  als 
entsprechenden  Menge  fdurch  einen  Vorversuch  ist  festgestellt,  wie  viel  Jod  ungefabr 
notwendig  ist)  der  hundertstel  normalen  Jodlösung  gegeben'),  welche  mit  Salzsaure 
angesauert  ist,  damit  etwa  vorhandene  Sulfide  ihren  Schwefel  als  Schwefelwasser- 
stoff  entbinden.  Die  Trübung,  welche  dabei  entsteht,  rührt  von  freiem  Schwefel  her, 
welcher  sich  unter  der  Einwirkung  des  Jods  bildet.  Lasst  Salzsaure  an  sich,  nach  der 
Lösung  der  Hauptmasse  des  Priizipitates,  eine  bleibende  Trübung  zurück,  so  rührt 
diese  von  auf  andere  Weise  gebildeten  freiem  Schwefel  her  und  bezeichnet  eine  der 
oben  besprochenen  \''erlustquellen.  Das  Uebermass  der  verwendeten  Jodlösung  wird 
mit  hundertstel  normaler  Thiosulfatlösung  -)  zurücktitriert  und  diese  Zahl  von  der 
ursprünglich  verwendeten  Menge  abgezogen  und  in  cm'  Normaljod  pro  Liter  der 
Versuchsflüssigkeit  ausgedrückt;  die  reduzierte  Schwefelsaure  wird  dann  sofort  be- 
kannt,  da  i  cm'  Normaljodlösung  i/mg  Schw-efelwasserstoff  und  40  mg  SO'  ent- 
spricht,  wenn  bezüglich  der  Reduktion  vorausgesetzt  wird,  dass  nur  Schwefelwasser- 
stofif  aus  der  verschwundenen   .Schwefelsaure  entstanden   ist.    • 

5.  Sulfatreduktion  in  Wasser  und  in  Nahrflüssigkeiten  durch 
dieRohkuIturdes  Sulfidfermentes-'"). 

Es  ist  nicht  schwierig  in  Wasser  oder  in  verdünnten,  nicht  sterilisierten  Nahr- 
lösungen  eine  vollstandige  Sulfatreduktion  herbeizuführen.    In  der  Natur,  z.  R.  in  dem 


')  Diese  Lösung  wird  luTRestellt  durcli  ca.  1,27  k  Jod.  in  ciniRcn  cm'  einer  koii- 
zentrierten  Jodkaliumlösung  autziilöscn  und  dann  so  mit  Wasser  zu  verdunnen.  daB 
genau   1,27  g  Jod  auf  einen  Liter  Flüssigkeit  kommt. 

»)   Diese  Lösung  enthjilt  2,48  g  Thiosulfat   (Na'S' O» -|- 5  H 'O)   pro  Liter. 

•)  Unter  «Rolikultur  des  Sulfidfermentes»  verstchc  ich  das  Baktericngemiscli,  wie 
es  in  den  natürlichen  Gewassern  angetroffen  wird.  worin  jedoch  dein  Sulfidfcrnientc 
die   notwcndigen    Bedingiiiigon   zn    seiner   Fntwickhing   erfolgrcich   dargeboteii   siiid. 


Stadtj^raben,  findet  der  Vorgang,  wenn  auch  nicht  bis  zum  völligen  Sclnvinden 
der  Sulfate,  im  Somnier,  bei  starker  Verunreinigung  des  Wassers  durch  Spülwasser 
bekanntlich  sehr  ausgiebig  statt,  wobei  als  Endprodukt  Schwefelwasserstoff  entsteht. 
In  matichen  hollandischen  Stadten  handelt  es  sich  hierbei  uin  einen  wahren  Schrecken 
und  alleiii  umfassende  und  kostspielige  Wasserwerke  siiid  imstande,  darin  Verbesse- 
rung  zu  bringen.  Sobald  der  Reduktionsvorgang  allgemein  wird,  sinkt  der  Sauer- 
stoffgehalt  des  Wassers  auf  Null,  oder  vielleicht  besser  gesagt,  sobald  das  Bakterien- 
leben  durch  den  Gehalt  des  Wassers  an  organischen  Stoffen  den  Sauerstofifgehalt  des 
Wassers  auf  Null  bringt,  fangt  die  Sulfatreduktion  im  Grossen  an.  Dass  damit  ein 
allgemeines  Absterben  der  Fische  einhergeht  *),  ist  loiclit  begreiflich,  und  auch  in 
der  mikroskopischen  Fauna  findet  zu  solchen  Zeiten  eine  tiefgreifende  Umwandlung 
statt.  Besonders  gewisse  Tnfusorienarten  vermehren  sich  dann  ausserordentlich,  so 
dass  ein  dahingestelltes  Glas  Grabenwasser  sich  an  der  Oberfliiche  bald  mil  einer 
geschlossenen   Schicht  dieser  Sauerstoff  bedürftigen   Tiere  bedeckt  *). 

Was  die  Natur  nun  bisweilen  in  grossem  Massstabe  zu  sehen  giebt,  kann  im 
Laboratorium  sehr  leicht  und  rasch  im  Kleinen  nachgeahmt  werden,  und  zwar  durch 
sehr  lehrreiche  Versuche,  welche  wie  folgt  an  zustellen  sind: 

Besonders  in  den  Monaten  Juli,  .-Xugust  und  September  ist  das  Grabenwasser 
sehr  reich  an  Sulfidfermenten,  spater  im  Jahre  wird  es  daran  armer  oder  selbst  ganz 
frei  davon.  Im  Grabenschlamme  fehlen  die  Sulfidbakterien  nach  meiner  Erfahrung  da- 
gegen nimmer,  so  dass  nicht  zu  kleine  Prisen  schwarzen  Schlammes  unserer  Rinnen- 
wasser  ein  unfehlbares  Infektionsmaterial  für  die  Einleitung  der  Reduktionsversuche 
sind.  In  Gartenerde  konnten  Sulfidfermente  auf  einer  Tiefe  von  5  cm  angezeigt  wer- 
den, grössere  Tiefen  untersuchte  ich  nicht.  Wahrscheinlich  kommen  sie  aber  auch 
tiefer  im  Boden  vor. 

In  den  genannten  Monaten  braucht  man  dem  Wasser  oft  nur  eine  sehr  geringe 
Menge  organischer  Stoffe  hinzuzufiigen.  um  vollstiindige  .Sulfatreduktionen  hervor- 
zurufen,  und  zwar  im  \'erlaufe  von  12 — 24  Stunden  bei  25 — 30"  C.  Hierbei  mussen 
besonders  die  drei  folgenden  Umstande  beachtet  werden:  Der  Sauerstoff zutritt  muss 
ausgeschlossen  sein  ;  —  die  organischen  Körper  diirfen  zu  keiner  S.ïurebildung  Ver- 
anlassung  geben,  daher  mussen  Zuckerarten  entweder  ferngehalten  oder  nur  in  so 
kleinen  Quantitiiten  zugesetzt  werden,  dass  die  Wasserbakterien  schnell  die  Zerset- 
zung  zu  Kohlensiiure  und  Wasser  herbeiführen :  —  Phosphate  und  andere  salzige 
Körper  mussen  vorhanden  sein;  —  Stickstoffverbindungen  brauchen  nur  clann  zuge- 
setzt zu  werden,  wenn  es  sich  um  die  Reduktion  von  mehr  als  fio  mg  SO'  pro  Liter 
Wasser  handelt,  andercnfalls  enthalt  Leitungs-  und  Grabenwasser  genug  natiirliche 
Stickstoffverbindungen,  um  das  Bediirfnis  der  Sulfidmikrobien  zu  decken.  Hierbei 
muss  noch  speziell  bemcrktwerden.dassdestilliertes  Wasser  bei  jeder  bisher  zurVerwen- 
dung  gekomnuncn  Zufiigung  sich  immer  als  viel  weniger  gut  für  Sulfatreduktionen 
gezeigt  hat,  wie  rohes  Wasser,  auch  nach  dem  Kochen  des  letzleren.    Beim  .Anfange 

')  Das  Volk  sast  in  solclu-n  Fiillcn;  »das  Wasser  ist  schlccht».  Diircli  zahlrcichc 
SaurrstoffbestiminunKcn  nach  Winkler's  Methode  (Bor.  der  deutsch.  cheni.  Ges. 
Jahrs-  XXI.   1888.  p.  284.1)   habe  ich   die  hier  ausscsprochcne  .\nsicht  Rewonnen. 

')  Die  in  solchcm  Wasser  masscidiaft  vorkommcnden  Infusorien  suchen  nicht  die 
höchstc,  sondern  eine  bcstimmtc  niedrigc  Konzentration  des  gelösten  Saucrstofïes,  sie 
gehörcn   in  dieser  BezieluniR  also  zum   »SpirilIeiitypus« 
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der  Versuche,  wenn  es  sich  darum  handelt,  ein  an  .Sulfidfernienten  reiches  Infektions- 
material  zu  bekommen,  ist  man  immerhin  auf  gewöhnliches  rohes  Grabenwasser  an- 
gewiesen,  da  das  Ferment  ausserhalb  desselben  jedenfalls  viel  seltener  ist.  Niemals 
brachten  die  Wande  der  Gefasse,  oder  der  Staub  der  Tische,  oder  die  Luft  Sulfid- 
bakterien  an  '). 

Die  Sulfatreditktion  tïndet  am  besten  statt  in  sehr  verdiinnten  Nahrlösungen.  Da 
das  Sulfidferment  Gelatine  nicht  verfliissigt  und  keine  Saure  erzeugt,  welche  Agar 
vielleicht  angreifen  könnte,  sind  sowohl  Gelatine  wie  Agar  in  den  festen  Nahrböden 
an  sich  nicht  schadlich  für  die  Reduktion.  Uebrigens  ist  das  Ferment  auch  nicht  in 
dem  Masse  empfindlich  für  geloste  organische  Körper,  wie  das  Nitritferment  der 
Ammonsaize,  welches  zwar  bei  Gegenwart  von  lange  in  destilliertem  Wasser  ausge- 
waschenem  Agar  kraftig  nitrifiziert;  dieses  jedoch  auf  Gelatine,  auch  wenn  diese  mit 
grössterSorgfalt  von  den  löslichen  organischen  Körpern  gereinigt  ist,  nur  ganz  schwach 
und  auch  nur  sehr  kurz  thut  -).  Für  das  Sulfidferment  ist  bemerkenswert,  dass  die 
Endprodukte  des  Rakterienlebens  dafür  nicht  nur  nicht  schadlich  sind,  sondern  eben 
die  Entwicklung  desselben  begunstigen,  worauf  vielleicht  der  früher  genannte  gunstige 
Einfluss  des  Grabenwassers  beruht.  Jedenfalls  gelingen  die  Kuituren  des  Fermentes 
bei  Gegenwart  anderer  Bakterien  viel  besser,  wie  in  den  Reinkulturen. 

In  L'ebereinstimmung  mit  letzteren  Bemerkungen  können  Flüssigkeiten,  worin  ein 
kraftiger  Reduktionsvorgang  stattfindet,  sehr  klar  aussehen.  Nur  zu  Boden  derselben 
liegt  der  anorganische  Schlamm,  welcher  unter  dem  Einflusse  des  Natriumkarbonates 
entstanden  ist.  Dieser  Schlamm  darf  niemals  fehlen  und  bildet  die  Lagerstatte,  worin 
die  Sulfidferniente  sich  leicht  ein  zusprechendes  anaërobies  Medium  schaffen  können. 
Bei  nieinen  \'ersuchen  besteht  der  Schlamm  hauptsachlich  aus  Calciumphosphat  und 
-Karbonat  mit  aus  dem  Grabenwasser  stammenden  organischen  Teilchen.  Auch 
Eisenphosphat  und  -karbonat  sind  sehr  geeignet,  dem  Fermente  als  .Substrat  zu 
dienen.  In  eisenhaltigem  Schlamme  sieht  man  die  sich  durch  .Schwiirzung  anzei- 
gende  Reduktion  oft  von  einem  kleinen  engumschriebenen  Flecken  ausgehen.  welcher 
sich  allmahlich  ausdehnt,  bis  schliesslich  die  ganze  Schlanimschicht  tief  schwarz  ist. 
Es  ist  dieses  besonders  deshalb  bemerkenswert,  weil  das  Sulfidferment  in  schnell  be- 
weglichem  Zustande  vorkommen  kann,  so  dass  geschlossen  werden  muss,  dass  diese 
Beweglichkeit  nur  ausnahmsweise  eintritt.  Doch  habe  ich  gefunden,  dass  es  eine 
ziemlich  allgemeine  Regel  ist,  dass  bewegliche  Bakterien.  unter  guten  Fni.ïhrungsbe- 
dingungen,  in  vollstiindiger  Ruhe  sind. 

Die  Anh.ïufung  des  Sulfidfermentes  in  einem  anorganischen  Schlamme  erinnert 
lebhaft  an  das  analoge  Verhalten  bei  der  Nitrifikation.  doch  existiert  hier  der  grosse 
Unterschied,  dass  der  Kreideschlamm,  worin  sich  das  Nitritferment  ansiedelt,  sauer- 
stofifgesattigt  sein  muss,  wahrend  das  .Sulfidferment  vollstandige  .Abwesenheit  des 
Sauerstoffes  erfordert. 

Die  Herstellung  von  Flüssigkeiten,  worin  bestimmte  Sulfatmengen  zum  vollstan- 
digen  Schwinden  gebracht  werden  konnten  unter  Bildung  von  Schwefelwasserstoff. 
ist  mir  auf  sehr  verschiedene  Weise  gelungen.  Das  einfachste  Rezept,  w'ciches  zwar 
nicht  immer,  jedoch  gewöhnlich  zum  Ziele  führt,  ist  wohl  folgendes: 


')   Das  Sulfidferment  stirbt  also  wahrscheinlich   beim  Trockiicii 

')   Eine    dcutliche  Verflüssigung    der  Gelatine    findet    durch    das  Kitrill'trnu-nt    der 
Amnionsalze  nicht  statt. 

Q 

M.  VV.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  * 
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Zu  il  Grabenwasser  setzt  man  3  cm^  einer  Malzwürze  von  ca.  10"  Balling, 
I  g  krystallisiertes  Natriumkarbonat  (Na-CO'  -j-  10  H-O)  und  0,2  g  Mohrsalz 
(FeSO'  +  (NH*)-SO'  +  óH^'O).  Es  entsteht  ein  sich  langsam  absetzendes  Prazipital 
von  Calcium-  und  Ferrophosphat  und  -karbonat.  Ist  der  Schwefelsauregehalt  des 
Grabenwassers  40  mg  pro  Liter,  so  enthalt  die  Lösung  40 -(- 81,6^121,6  mg,  wovon 
durch  die  28  mg  hinzugesetztes  Eisen  66  mg  als  Schwefeleisen  gebunden  werden  kön- 
nen,  wahrend  55,6  mg  als  Calciumsulfid  oder  auf  andere  Weise  in  die  Erscheinung 
treten  werden,  sobald  die  Reduktion  vollstandig  ist.  Man  schüttelt  tuchtig,  so  dass 
der  Niederschlag  sich  gleichmiissig  verteilt,  und  füllt  nun  mit  der  fertigen  Masse  eine 
Flasche  ganzlich  bis  zum  Stopsel  oder  einfach  ein  grosses  Becherglas,  welches  der- 
weise  mit  einer  ebenen  Glasplatte  abgeschlossen  wird,  dass  keine  grossen  Luftblasen 
hangen  bleiben.  Man  stellt  nun  in  den  Brutschrank,  und  zwar  bei  einer  Temperatur, 
welche  25 — 30"  C  nicht  iiberschreiten  soll.  Zwar  kann  die  Reduktion  auch  bei  höhe- 
ren  Temperaturen  und  noch  bis  ca.  40"  C  stattfinden,  doch  liegt  das  Optimum  des  Re- 
duktionsvorganges  nicht  weit  von  25"  C  und  eher  darunter.  In  denj enigen  Pallen,  wo- 
bei  man  mit  höheren  Temperaturen  wie  25 — 30°  C  besser  auskommt,  muss  die  Ur- 
sache  gesucht  werden  in  der  Natur  der  neben  dem  Sulfidfermente  vorkommenden  an- 
derweitigen  Bakterienarten,  welche  besonders  durch  ihr  Sauerstoffbedürfnis  und  unter 
Umstanden  durch  Alkali-  oder  Saurebildung  einen  erheblichen  Einfluss  auf  den  Re- 
duktionsvorgang  ausiiben.  Was  die  untere  Grenze  der  Reduktionstemperatur  betrifft, 
so  finde  ich,  dass,  wenigstens  in  den  Rohkulturen,  zwar  bis  zu  12°  C  Reduktion  möglich 
ist,  dass  jedoch  der  Vorgang  unterhalb  20"  C  so  unsicher  wird  und  so  oft  ganz  aus- 
bleibt,  dass  man  besser  thut,  die  Temperatur  nicht  unter  20"  C  sinken  zu  lassen. 

Bei  dem  hier  behandelten  Versuche  wurde  mit  2  1  Flüssigkeit  experimentiert  in 
einer  mit  Glasstöpsel  verschlossenen  und  vollstandig  angefüUten  Flasche.  Es  wurde 
jeden  Tag  25  cm'  Flüssigkeit  titriert  und  die  Flasche  wieder  ganzlich  angefüllt  mit 
dem  urspriinglichen  Gemische. 

Den  Verlauf  der  Reduktion  ersieht  man  aus  folgender  Tabelle: 


Nach 
Tagen 

Kubikcentimeter 

Normaljodlösung 

pro  Liter 

Entsprechender 
Schwefel- 
wasserstoff 

mg  pro  Liter  *) 

Entsprechende 

Schwefclsaure 

mg  pro  Liter-) 

Bemerkungcn 

2 

3 

4 
S 
6 

0,75 

1.5 

I.O 

2,1 
2,1 

12,75 

25.S 

32,3 

35 
35 

30 
60 
76 

84 
84 

Keine  Schwefelsaure  mehr. 

Spur  Sclivvrfclsiuirc'. 

Da  bei  diesem  Versuche  anfangs  121  mg  SO"  pro  Liter  gegenwartig  waren  und 
hicrvon  84  als  Schwefelwasserstoff  zurückgefunden  wurden,  wahrend  doch  nach 
5  Tagen  die  Flüssigkeit  sich  durch  die  Barytreaktion  als  vollstandig  frei  von  Schwe- 
felsaure ergab,  folgt,  dass  121 — 84=37  mg  SO'  auf  andere  Weise  verschwunden  sind, 


')   Ein  Ku1)ikceiitiinctcr  NormaljodlösunR  entspriclit  17  ing   SchwcfcIwassiTstolï 
')   Ein  Kubikcentimeter  Normaljod  entspriclit  40  mp.  SO". 


115 

eiitweder   also  als  organisch   festgelegter,  uder  als   freier   Schwefel,  oder   als  ein   aii- 

deres  Reduktionsprodukt '). 

Weil  nach  6  Tagen  wieder  eine  Spur  Schwefelsaure  gefunden  wurde,  foigt,  dass 

die   25  cm^     frischer    Versuchsflüssigkeit,     welche     ani    5.  Tage     zugesetzt     waren,    in 

24  Stunden  noch  nicht  vollstandig  reduziert  waren. 

Bei  einem  anderen  Versuche  wurde  die  Versuchsflüssigkeit  wie  folgt  hergestellt: 
Grabenwasser  wurde  mit   Gips   (CaSO'  -|-  2H2O)   gesattigt   (ca.   2  g  Gips   lösen 

sich  in   i   1  Wasser).    Die  Lösung   enthielt   zufalligerweise  genau    1000  mg  SO'  pro 

Liter.    Pro   Liter  wurden   zugesetzt   50  mg    Natriummalat,   50  mg   Asparagin,    lOOmg 

Kaliumphosphat  und  i  g  Natriumkarbonat;  keine  Eisensalze. 

Der  Verlauf  der  Reduktion  war  folgender: 


Nach 
Tagen 

Kubikcentim. 
Normaljod 
pro  Liter 

Milligramm 
Schwefel- 

wasserstotï 
pro  Liter 

Milligramm 
S0  3  pro  Liter 

Bemerkungen 

6 

1,5 

25,5 

60 

1 1 

2 

34 

80 

13 

2,5 

42,5 

100 

15 

2,9 

49.3 

116 

Etwas  Schwefel  abgesetzt. 

16 

3 

51 

120 

18 

3.5 

.=;q,5 

140 

20 

3.5 

59.5 

140 

21 

3,1 

52,7 

124 

Luft  zugetreten,  Schwefel   ab- 
gesetzt. 

Eine  gesattigte  Gipslösung  niit  der  notwendigen  organischen  Nahrung  ergiebt 
sich  demnach  als  geeignete  Flüssigkeit  für  Reduktionsversuche.  Jedoch  war  die  Re- 
duktion in  diesem  Falie  langsam  gegangen  und  von  den  looomg  SO'  waren  nur  124 
reduziert.  Als  neue  Nahrflüssigkeit  zugesetzt  wurde,  wurde  aus  unbekannten  Gründen 
keine  weitere  Reduktion  beobachtet.  Dass  dieses  nicht  in  der  Anhaufung  des 
Schwefel  wasserstoffes  liegt,  erhellt  aus  folgendem  Versuche: 

Zu  Grabenwasser  mit  37,5  mg  SO"  pro  Liter  wurden  zugesetzt  pro  Liter  130,6  mg 
Mohrsalz  (FeSO»  +  (NH')2S0*  +  6  H=0),  enthaltend  53,3  mg  S0^  492,6  mg 
MgSO' -|- 7  H'O,  enthaltend  i6omg  SO',  lOomg  ClNa,  lOomg  Natriummalat,  lOomg 
Asparagin,  200  mg  Kaliumphosphat  und  i  g  Natriumkarbonat.  Die  Flüssigkeit  ent- 
hielt also  im  ganzen  37,5  -{-  53,3  -j-  16=250,8  mg  SO"  pro  Liter"). 


')  Mehrere  auch  mit  ganz  anderen  Nahrstoflfen  und  sehr  vcrschiedenen  SO'-Mcngen 
ausgeführte  Versuche  gaben  ein  mit  diesem  so  gut  übereinstimmcndes  Resultat,  daB 
ich  anfangs  glaubte,  eine  Methode  zur  quantitativen  Schwefelsaurebestimmung  uaro 
gefundeni  Spatere  Versuche  haben  aber  gczeigt,  daB  groBe,  noch  nicht  atifgoklartc  Ab- 
weichungen  vorkommen,  so  daB  jede  Sichcrheit  vorlaufig  fehlt. 

-)  Hier  war,  wie  man  sieht,  Kochsalz  zugesetzt.  Neuere  Versuche  erweiscn,  daB 
3  Proz.  Kochsalz  in  meinen  früher  verwendeten  Rohkulturen  den  Beginn  der  Reduktion 
durch  jSpirillum  desulfuricans  zwar  verzögert,  den  Vorgang  selbst  von  da  an 
jedoch  eher  begunstigt  wie  herabsetzt. 
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Die  sehr  kraftige  Reduktion  verlief  wie  folgt: 


Nach 
Tagen 

Kubikcentim. 
Normaljod 
pro  Liter 

Entsprechend 
mg  H-S 
pro  Liter 

Entsprechend 
mg  SO  ' 
pro  Liter 

Bemerkungen 

3 

1,6 

2/.2 

64 

Ganzc   Flüssigkeit  scluvarz. 

4 

2 

34 

80 

Das  Schvvefeleisen  sinkt. 

5 

2,3 

39.1 

02 

Flüssigkeit  klar. 

6 

2,8 

47.6 

112 

7 

3.4 

57,8 

136 

Etwas  Schwefel  am  Glase  ab- 
gesetzt. 

8 

3.6 

6l,2 

144 

0 

3.7 

62,9 

148 

15 

4,1 

69.7 

164 

Schwefelsaure  verschwunden. 

20 

3 

51 

120 

Luft  zugetrcten,  viel  Schwefel. 

Von  den  250,8  mg  SO',  welche  ursprünglich  verbanden  waren,  sind  164  in 
Schwefelwasserstoff  verwandelt  und  86,8  mg  auf  andere  Weise,  offenbar  teihveise  als 
Schwefel,  verschwunden. 

Da  ich  bisher  bei  keinem  Versuche  eine  starkere  Schwefelwasserstofïanhaufung 
erzielen  konntewie  hier,  dürften  ca.  70  mg  H*S  pro  Liter  dieSchwefelwasserstoffgrenze 
sein,  oberhalb  welcher  dieser  Körper  auf  das  Sulfidferment  schadlich  zu  wirken 
anfangt.  Da  i  cm'  Schwefelwasserstoffgas  1,5  mg  wiegt,  entspricht  diese  Zahl 
46  cm'  pro  Liter  *). 

Die  kleine  Menge  Schwefelsaure,  welche  im  Delfter  Grabenwasser  verbanden 
ist,  lasst  sich  übrigens  leicht  und  schnell  reduzieren,  wenn  man  diesem  Wasser  irgend 
einen  organischen  Nahrstofif,  wie  Zucker,  Starke,  Glycerin,  Asparagin,  Lactat,  Tar- 
trat  oder  Pepten  und  etwas  Kaliumphosphat,  Eisenchlorid  und  Natriumkarbenat  zu- 
setzt.  Von  organischen  Stoffen  ergaben  sich  nur  Natriumbutyrat,  -acetat  und  -formiat 
als  ungeeignet,  um  die  Reduktion  einziileiteii.    Ein  Beispiel: 

Grabenwasser  mit  45  mg  SO'  pro  Liter  wurde  versetzt  pro  Liter  mit  50  mg 
Glukose,  100  mg  Kaliumphosphat,  einigen  Tropfen  Eisenchloridlösung,  0,5  g  Natrium- 
karbonat.  Die  Reduktion  verlief,  unter  Einfluss  einer  Infektion  mit  dem  Schlamme 
einer  verhergehenden  Reduktion,  wie  folgt: 


Nach 
Stunden 

Kubikcentim. 
Normaljod 
pro  Liter 

Milligramm 
H  =  S  pro  Liter 

Milligramm 
SO  =  pro  Liter 

Bemerkungen 

12 
18 
24 
36 
48 

0,_' 

0,4 

0,5 

0,6 

0,5 

3.4 
6.8 

8,5 
11,2 

8 
16 
20 
24 

Scluvarzfarbtiiigdcr  Flüssigkeit. 

Schwefelsaure  verschwunden. 

Wirdor   otwas   Schwefelsaure. 

')  Htrr  Bakhuis  Roozebooni  hat  mich  darauf  aiifmcrksain  geniaoht,  daü  er  in 
cinem  Muster  mit  organischen  Körpcrn  veninreinigtcn  Meerwassers,  welchcs  in  einer 
geschlosscncn  Flasche,  auf  deren  Boden  etwas  Thon  lag,  aufbcwahrt  wiirdc,  cinmal 
151  mg  H'S  prti  Liter  gcfundeii  liat,  welches  durch  iiattirliche  .Siilfatreduktion  ent- 
standen  sein  niufitc. 
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In  diesem  Falie  waren  also  von  den  45  mg  SO'  als  Schwefelwasserstoff,  2 1  aut 
andere  Weise  verschwunden. 

Wenn  der  Glukosegelialt  höher  genommen  wird,  so  muss  man  befürchten,  dass 
Buttersauregarung  auftritt  infolge  der  grossen  Allgemeinheit  der  Granulobakterien 
im  Grabenwasser.  Als  ich  z.  B.  100  mg  Glukose  oder  mehr  pro  Liter  verwendete,  war 
das  der  unvermeidliche  Erfolg,  dadurch  wird  aber  die  Reduktion  zunachst  gründlich 
verhindert  und  in  solcher  Lösung  findet  dann  erst  nach  Wochen  oder  Monaten  die 
Reduktion  stalt,  wenn  die  Butyrate  und  die  massenhaft  gebildete  Kohlensaure  ver- 
schwunden sind. 

Es  scheint  mir  nicht  notwendig,  noch  mehr  A'ersuche  zu  beschreiben.  Die  ange- 
führten  wurden  gewahlt  aus  einer  langeren  Reihe,  welche  wahrend  der  Jahre  1893  und 
1894  ausgeführt  sind').  Ich  will  allein  noch  bemerken,  dass  es  ganz  gleichgiltig  ist, 
welches  Sulfat  (natürlich  nicht  giftig)  vorgelegt  wird.  Natriumsulfat,  Kaliumsulfat 
und  Alaun  konnten  bei  genügender  Verdünnung  ebenso  gut  reduziert  werden,  wie 
Eisensulfat,  Mohrsalz,  Magnesiumsulfat  und  Gips.  Ofïenbar  handelt  es  sich  hierbei 
nur  nni  die  SO'-Gruppe,  welche  als   Tod  in  der  Fliissigkeit  vorkommt'). 

6.   I  s  o  1  i  e  r  u  n  g  und   Eigenschaften   des   S  u  1  f  i  d  f  e  r  ni  e  n  t  e  s. 

Die  Isolierung  des  Sulhdfernientes  hat  mir  viel  Mühe  geknstet.  Nicht  weil  die 
Sache  an  sich  so  besonders  schwierig  ist,  w'enn  man  die  Eigenschaften  dieser  Mikrobie 
einmal  kennt,  sondern  weil  ich  ursprüngüch  von  der  unrichtigen  Voraussetzung  aus- 
ging,  dass  die  gewöhnlichen  reduzierenden  Bakterien  aus  dem  \\'asser  und  der  Erde 
auch  Sulfate  würden  reduzieren  können-'). 

Als  ich  durch  viele  negative  \'ersuche  schliesslich  wusste,  dass  die  Voraussetzung 
nicht  zutreffend  war  und  es  sich  hierbei  um  einen  speziellen  Erreger  handeln  musste, 
welcher  Spirillengestalt  besitzt,  verfiel  ich  in  einen  anderen  Irrtum.  Da  ich  in  zahl- 
reichen  Kuituren,  besonders  in  festen  Substraten  gesehen  hatte,  dass  die  Sulfatreduk- 
tion  durch  den  Sauerstoff  begunstigt  werden  kann,  meinte  ich,  dass  dieses  immer  so 


')  Die  ursprüngliche  Anleitung  zu  diesen  Versuchen  war  cine  rein  praktische:  Es 
handelte  sich  um  die  Herstellung  eines  vollstandig  gipsfreien  Dampfkesselspeisewassers 
aus  Grabenwasser  auf  ökonomischem  Wege. 

')  Auf  Grund  der  neuen  Lösungstheorie  ware  es  deshalb  auch  eigentlich  richtiger, 
in  den  Resultaten  der   Analysen  nicht  SO'-,  sondern  SO*-Gehaltc  anzugeben. 

')  Ein  hübscher  V'ersuch,  um  Nitrat  reduzierendc  Bakterien  aus  Rohkulturen  zu 
isolieren,  ist  folgender:  Man  versetzt  die  zu  verwendende  Nahrgelatine  mit  '/«o  Proz. 
Kalisalpeter  und  etwas  Kartoffelstarke,  kocht  und  gieBt  die  flüssige  Massc  in  eine 
Glasdose.  Nach  dem  Erstarren  wird  mit  sterilisiertem  Wasser,  worin  die  baktcrien- 
haltige  Rohkultur  (ein  Tropfen  Spüljauche,  etwas  Grabenwasser  etc.)  vertcilt  ist, 
übergossen.  Man  legt  die  Glasdose  umgekehrt,  wodurch  alles  Wasser  abliiuft,  und  liiBt 
bei  20°  C  wachscn.  Wenn  die  Kolonieen  gut  entwickelt  sind,  übcrgieBt  man  die  Hiilfte 
der  Platte  mit  verdünnter  Salzsiiure,  [worin  Jodkalium  gelost  ist.  Alle  Kolonieen, 
welche  Salpeter  reduziert  haben  und  dadurch  von  einem  Diffusionsfelde  von  Kalium- 
nitrit  unigeben  sind,  werden  dann  das  Centrum  eines  intensiv  blauen  Zirkelfeldes  von 
Jodstarke  auf  farblosem  Boden.  Die  mit  Salzsaure  iibergossenen  Bakterien  sterben. 
Durch  Vergleich  sieht  man  aber  bald  auf  der  nicht  iibergossenen  Hiilfte,  welche  die 
reduzierenden  Arten  sind,  und  hebt  diese  auf  für  weitere  Untersuclning.  Die  Zalil  der 
Salpeter  reduzierenden  Arten  ist  in  Grabenwasser  iiberraschend  groB. 
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sein  miisste  uiid  dass  das  Sulfidferment,  eben  wie  die  übrigen  mir  bekannten  Spirillen, 
für  sein  Wachstum  zwar  wenig,  jedoch  ein  bestimmtes  Mass  von  Sauerstofï  erfordert. 
Indem  es  mir  gelang,  durch  das  gewöhnliche  Gelatineverfahren  drei  Varietaten 
kleiner  Wasserspirillen,  welche  ich  als  zu  S  p  i  r  i  1  1  u  m  tenue  Cohn  gehörig  er- 
achte,  aus  meinen  Rohreduktionen  zu  isolieren,  vermeinte  ich  jedesmal  das  richtige 
Ferment  gefunden  zu  haben,  und  da  es  mir  besonders  im  Anfange  nicht  leicht  war,  mit 
Sicherheit  festzustellen,  ob  eine  bestimmte  Bakterienart  unter  keinem  Umstande  Sul- 
fate  zu  reduzieren  vermag,  waren  wieder  viele  zeitraubende  Versuche  nötig,  um  den 
negativen  Charakter  bezüglich  der  Sulfatreduktion  bei  jenen  Spirillen  festzustellen. 
Ueberhaupt  ist  die  Untersuchung  auch  noch  durch  andere  Ursachen  reich  an  Miss- 
erfolgen  gewesen. 

Ein  Schritt  auf  den  richtigen  Weg  war  die  Erkenntnis,  dass  der  begunstigende 
Einfluss  des  Sauerstofïes  auf  das  Sulfidferment  an  sich  nicht  besteht,  sondern  dass  es 
sich  dabei  um  eine  Wachstumsförderung  der  nebenbei  vorkommenden  Bakterien  han- 
delt, welche  eben  durch  ihre  Entwicklung  den  Boden  für  das  Sulfidferment  besser  ge- 
eignet  machen. 

Es  wurde  mir  dann  deutlich,  dass  das  Ferment,  obwohl  ein  Spirill,  dennoch 
obligat  anaërobisch  sein  musste  und  nur  bei  relativ  geringen  Mengen  or- 
ganischer  löslicher  Nahrstoffe  zur  Entwicklung  kommt,  weshalb  die  Reduktionser- 
scheinung  besonders  in  alten,  von  Bakterien  erschöpften  Nahrlösungen  bemerkt  wird. 
Da  das  Ferment  in  meinen  Rohkulturen,  verglichen  mit  den  gewöhnlichen  Arten, 
immer  nur  in  verschwindend  geringen  Mengen  vorkommt,  musste  zunachst  ein  Mittel 
ausfindig  gemacht  werden,  um  die  Sulfidbakterien  anzuhaufen.  Dieses  ist  gut  ge- 
lungen  durch  die  Verwendung  einer  kleinen  Vorrichtung,  welche  ich  Trennungskölb- 
chen  nennen  will  und  in  Fig.  i  und  2  abgebildet  habe*).  Das  Kölbchen  bezweckt,  aus 
einer  gewöhnlichen  Kultur,  welche  unter  beschranktem  Luftzutritte  stattgefunden  hat, 
die  dabei  zur  Entwicklung  gekommenen  Anaërobien  von  der  Hauptmasse  der  gleich- 
zeitig  gewachsenen  Aërobien  zu  trennen,  und  beruht  auf  dem  Umstande,  dass  die 
Bakterien  gewöhnlich  spezifisch  schwerer  sind,  wie  ihr  Nahrmedium,  so  dass  sich  nicht 
bewegende  Formen  ')  ohne  aussere  Veranlassung  keine  Neigung  zeigen,  in  einer  ver- 
tikalen  Flüssigkeitssaule  sich  aufwarts  zu  bewegen,  wohl  dagegen  sich  zu  senken  '). 
Das  Kölbchen  ist  eine  Modifikation  des  gewöhnlichen  Garungskölbchens  und  unter- 
scheidet  sich  von  letzterem  durch  den  Besitz  einer  Ableitungsröhre,  welche  mit  dem 
höchsten  Punkte  des  Gasrohres  in  offener  Verbindung  steht.  Dieses  kann  auf  zwei 
Weisen  erreicht  werden,  wie  aus  den  Figuren  i  und  2  erhellt.  In  Fig.  2  befindet  sich 
das  Ableitungsrohr  ausserhalb  des  Kölbchens  und  endet  in  eine  Kapillarspitze,  welche 
bei  vollstandiger  Anfüllung  von  Gasrohr  ünd  Ableitungsrohr,  infolge  der  Oberflachen- 


')   Die  Kölbchen   wurdcn  mir  durch  Dr.  Rohrbcck  in   Berlin   seliefert. 

')   Ob  überhaupt  bewcBlich  odcr  nicht,  ist  natürlich  glcichKÜtig. 

')  Es  giebt  Bakterien,  welche  in  Flüssigkciten  wachsen  können  von  genau  dem- 
setben  spezifischcn  Gewicht,  z.  B.  die  Milchsaurefermente  in  Würzelösungcn  von  10° 
Balling  kultivicrt.  Natürlich  vertellen  diese  sich  im  Garungskölbchcn  glcichmaSig 
über  die  ganzc  Flüssigkeit,  auch  im  Gasrohre.  Die  MilchsSurcbaktcricn  sind  aber 
fakultativ-anaërobische.  Aërobienformcn  bleiben  nach  mcincr  Erfahrung,  selbst  in 
Malzwürzc  von  20°  Balling,  untt-rhalb  cincr  scharfgezogenen  Trennungslinie  zu 
Boden  des  Gasrohres. 
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spannung,  erst  bei  einigem  Ueberdruck  das  Zurücksteigen  oder  das  Auslaufen  der 
Flüssigkeit  ermöglicht  und  durch  ihre  Kleinheit  den  Sauerstoffzutritt  genügend  ver- 
hindert. 

Das  Kölbchen  kann  nur  dann  gebraucht  werden,  wenn  darin  keine  Gasentwick- 
lung  stattfindet,  weil  anders  die  natürliche  Trennung,  welche  die  Bakterien  von  un- 
gleichem  Sauerstoffbedürfnis  anstreben,  verloren  geht. 

Kultiviert  man  in  diesem  Kölbchen  in  entsprechender  Nahrlösung  ein  Bakterien- 
gemisch,  worin  Aërobien,  Obligat-  und  Fakultativanaërobien  vorkommen,  so  findet 
man  nach  einiger  Zeit  folgende  Verteilung:  Die  Aërobien  finden  sich  in  der  kugeligen 


tMg.    I 


Fig.  . 


Fig.  I.  Kölbchen  für  rohe  Trennung  von  Anaërobien  und  Aërobien.  Bei  Sulfatreduktion  wird  die  Schwefel 
eisenbildung  zuerst  sichtbar  im  Pracipitat  bei  !>.  Aus  der  Kapillarspitze  c  kann  bei  schiefer  Stellung  des 
Kölbchens  eine   reichlich   mit  Sulfidferment   beladene  Kultur  abtropfen,   wahrend    bei  dó    hauptsachlich   nur 

aërobe  Bakterien  vorkommen;  a  Glashelm. 
Fig.  2»  Andere  Form  des  Trennungskólbchens.  In  ein  gewöhnliches,  durch  Glashelm  verschlossenes  Garungs- 
kölbchen  ist  durch  ein  Glaströpfchen  ^  ein  Röhrchen  eingeschmolzen,  welches  bei  e  in  ein  kleines  Trichter- 
chen,  bei  /  otïen  endet.  Wird  die  Nahrflüssigkeit  zwischen  e  und  ii,  also  auBerhalb  der  inneren  Röhre,  in- 
fiziert  rait  einem  Gemische  von  Aëroben  und  Anaeroben,  so  begeben  sich  die  letzteren  in  gróBerer  Anzahl 
in  das  Innenrohr  wie  die  ersteren  und  kónnen  bei  e  für  weitere  Infektion  gesammelt  werden.  Bei  e  kann 
man  anfangs  mit  einem  Tropfen  ParafFin  verschliefien. 

Erweiterung  und  bleiben  unterhalb  einer  scharfgezogenen  Trennuiigslinie  am  Boden 
der  Gasröhre.  Untersucht  man  die  im  Gasrohre  oberhalb  dieser  Trennungslinie  vor- 
kommende  Kulturflüssigkeit,  so  findet  man,  dass  die  Aërobien  darin  zwar  nicht  ganz 
fehlen,  jedoch  nur  in  verschwindend  geringer  Menge  vorkommen.  Werden  Aërobien 
allein  im  Garungskölbchen  kultiviert,  so  bleibt  die  Nahrflüssigkeit  im  Gasrohre  voll- 
stiindig  klar  und  durchsichtig,  in  der  Kugel  und  unterhalb  des  Niveaus  im  Gasrohre 
dagegen  undurchsichtig  und  dick  trübe.  Mit  fluorescierenden  Bakterien,  wie  B. 
fluorescens  non  liquefaciens  in  Fleischbriihe  kultiviert,  ist  dieser  Ver- 
such  sehr  elegant  •). 


')   Siehe  ferner  Th.  Smith,  Das  Garungskölbchen    in  der  Bakteriologic   (Central 
blntt   tür   Bakteriologie.   Bd.  Vil.   1800.  p.  503,  Bd.  XIV.   1893.  p.  864). 
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Die  Fakultati\  anacrobien  siiul  iiber  die  jjanze  Flüssigkeit  entweder  jjleichmassig 
verbrcitet  oder  iii  der  Kugel  infolge  der  Schwere  betrachtlich  angehauft,  immer  je- 
doch  im  Gasrobre  sehr  zahlreich. 

Die  Obligatanaörobien  sind  iiber  die  ganze  Flüssigkeit  ziemlich  gleichmjissig  ver- 
teilt,  so  dass  deren  relative  Zabl  besonders  in  Bezug  auf  die  Aërobien  im  Gasrohrc 
viel  grösser  ist,  wie  wenn  in  der  Flüssigkeit  alles  gleichmassig  gemischt  wird. 

Die  Erfahrung  hat  nun  gezeigt,  dass,  wenn  im  Trennungsköibchen  eine  krriftige 
Reduktiiin  stattgefunden  hat  und  man  liisst  einen  Tropfen  aus  der  Kapillarspitze 
fliessen,  darin  sehr  viel  mehr  Sulfidspirilien  vorkommen,  wie  in  den  auf  andere  Weise 
gewoniienen    Pruben. 

Die  zweite  Form  des  Trennungskölbchens  ist  in  Fig.  2  abgebüdet.  Hier  findet 
sich  das  Ableitungsrohr  für  die  Anaërobien  im  Innern.  Dieses  Rohr  endet  einerseits 
offen  in  die  Spitze  des  Gasrohres,  andererseits  in  einen  kleinen  Trichter  in  der  An- 
schweliung  des  Köibchens,  so  dass  daraus  leicht  mit  einem  Platinfaden  oder  einer 
Kapillarröhre  etwas  Infektionsmaterial  entfernt  werden  kann  für  weitere  X'ersuche. 

Das  Kölbchen  wird  beim  Anfange  des  Yersuches  mit  durch  Kochen  sterilisierter 
und  luftfreier  Niibrlösung  dermassen  angefüllt,  dass  der  kleine  Trichter  frei  übar 
dem  Niveau  der  Flüssigkeit  herragt.  Es  wird  nun  auf  die  gewöhnliche  Weise  infiziert 
und  genau  zugesehen,  dass  nichts  in  den  Trichter  hineinkommt.  Das  Infizieren  muss 
sofort  nach  dem  Abkühlen  geschehen,  und  zwar  im  Aussenraume  mit  möglichst  viel 
Impfmaterial,  wodurch  dem  Luftzutritt  ganz  vorgebeugt  wird.  Beim  Abkühlen  ninss 
nur  (lic  Kugel,  nicht  das  Gasrohr  mit  Wasser  übergossen  werden,  um  die  l'eber- 
führung  lufthaltiger  Flüssigkeit  ins  obere  Ende  des  Gasrohres  durch  das  Sinken  von 
kalter  in  warnier  Flüssigkeit  zu  verhindern.  Bei  einiger  Geschicklichkeit  kann  man 
die  Kugel  schon  infizieren  bei  25",  wenn  im  Gasrohre  die  Temperatur  noch  66°  C 
betragt.  Diese  Bemerkungen  gelten  ebenfalls  für  das  in  Fig.  i  abgebildete  Kölbchen 
mit  ausserem  Ableitungsrohre.  Fürchtet  man,  dass  Feuchtigkeit  sich  am  Stiele  des 
Trichters  absetzen  uiici  durch  Kapillaritiit  zur  Tnfektioii  des  Innenrolircs  veranlassen 
wird,  so  kann  vorher  durch  ein  Tröpfchen  Paraffin  im  Trichterchen  das  Innenrnhr 
ganz  abgeschlossen  werden.  Spriter  kann  die  Paraffinschicht  leicht  mit  dem  Platin- 
faden oder  mit  einer  Kapillarröhre  durchstochen  werden  zur  Erhaltung  von  Impf- 
material der  im  Rohre  befindlichen  Fakultativ-  und  Obligatanaërobien.  Für  die  vor- 
liegende  Untersuchuiig  wird  im  Aussenraume  mit  Grabenschlamm  oder  mit  dem  Sedi- 
mente  einer  vorhergehenden  Reduktion  infiziert :  im  Innenraume  wird  dann  die  An- 
haufung  des  ."^ulfidfermentes  fmit  anderen  Spirillen)   bemerkhar. 

Einen  anderen  Fortschritt  machte  das  Kullurverfahren  des  Sulfidfcrmentes  durch 
die  Beobachtung,  dass  die  Gegenwart  der  gewöhnlichen  kleinen  Wasscrspirillen  das 
Wachstum  des  Fermentes  sehr  fördert.  Da  ich  mm  Formen  von  S  p  i  r  i  1  1  u  m  tenue 
Cohn  seit  liingcrer  Zeit  fortzüchtcte,  kniintc  ich  auch  diese  Eigenscliaft  leicht  in  .\n- 
wendung  bringcn. 

S  p  i  r  i  1  1  u  m  ten  u  e  wiichst  auf  dcii  gcwöhidichcn  Niibrbiiden  zwar  langsam, 
doch  ohne  bes(jndere  Schwierigkcit.  Der  Boden  soll  sehr  schwacli  alkalisch  reagieren 
und  neutrale  Salze  organischer  Siiuren  enthalten.  'Die  Gegenwart  von  Pepton  ist 
gunstig.  Von  meinen  drei  X'^arietaten  verflüssigen  zwei  die  NJihrgelatine  durchaus 
nicht,  die  dritte  etwas.  In  Fleischbouillon  entstehen  wunderschöne  Kuituren,  worin 
die  Spirillen   20  und   mehr  Windungcn   aimchnien.    riiarakteristisch    für   die   Spirillcn 


ist  die  Rildung  von  schr  viel  Calciumkarboiiat,  sowohl  in  festcni  wie  in  flüssigem  Sub- 
strate. 

Die  Flüssigkeiten,  wimiit  das  Treiiiningsköll)chen  aiii  liesten  aiigefüllt  wird,  sind 
dieselben,  wie  bei  den  Rohkulturen  angegeben.  Doch  habe  ich  auch  andere  Gemische 
verwendet.  Bei  gleichzeitiger  Aussaat  von  Spirillum  tenue  fand  ich,  dass  die 
Konzentration  an  organischen  Stoffen  in  der  Sulfatlösiing  ohne  Nachteil  eine  viel 
höhere  sein  kann,  wie  ohne  diesen  ürganismus.  Nur  mussen  Zuckerarten,  wie  schon 
friiher bemerkt,  f ern  gehalten  werden, damit  keineGarungen  und  keineSauren  entstehen. 

In  allen  F.ïllen  werden  die  Flüssigkeiten,  ehe  damit  das  Kölbchen  angefiitlt  wird, 
durch  Kochen  sauerstofffrei  gemacht  inid  auch  noch  ini  Kölbchen  selbst  erhitzt. 

Das  Kölbchen  habe  ich  z.  R.  angefüllt  mit  folgender  Lösung: 
(irabenwasser  mit   'U  Proz.   Kaliummalat, 
'/,   Proz.   Pepton   siccum, 
^/in   Proz.    Mohrsalz, 
durch  Natrinmkarbonat  alkalisch  gemacht  und  priizipiert. 

Als  ich  infizierte  mit  frischem  Grabenwasser  und  Spirillum  tenue,  war 
bei  28"  C  schon  nach  24  Stunden  Eisensulfid  sichtbar. 

Ein  anderes  Mal  wurde  das  Kölbchen  angefüllt  mit  Grabenwasser  mit  V»  Proz. 
Asparagin,  '■jr,  Proz.  Magnesiumsulfat,  1/5  Proz.  Kaliumphosphat  und  ^/lo  Proz.  Ferro- 
laktat  und  i  Proz.  Natriumkarbonat  bei  sehr  schwacber  Trübung.  Es  wurde  infiziert 
wie  vorhergehend.  Obschon  Spirillum  tenue  in  diesem  Gemische  schleciit 
wachst,  war  doch  bald  eine  reiche  Bakterienentwicklung  eingetreten  und  nach  48  Stun- 
den bei  30"  starke  Schwefehvasserstoff-  und  Schwefelammonbildung.  Selbst  reine 
/^-proz.  Peptonlösung  mit  '/lo  Proz.  Mohrsalz  und  etwas  Natriumkarbonat  haben 
zum  Zwecke  geführt.  Hierbei  stellte  sich  heraus,  dass  im  allgemeinen  eine  desto 
kraftigere  Reduktion  erreicht  wurde,  je  höher  der  Gehalt  an  organischen  Stoffen  war, 
welche  überhaupt  noch  Reduktion  gestalten.  Da  die  organischen  Stoffe  jedoch  zuvor 
durch  die  anderweitigen  Bakterien  zersetzt  werden  mussen,  dauert  es  in  solchen  F.ïllen 
langer,  bevor  die  Reduktion  bemerkbar  wird.  Die  höchsten  Konzentrationen,  welche 
ich  untersuchte,  waren  eine  Lösung  von  i  Proz.  Natriummalat,  '4  Proz.  .Asparagin, 
'A  Proz.  Kaliumphosphat,  V,  Proz.ClNa,  %  Proz.  Natriumkarbonat  und  1/10  Proz.  Mohr- 
salz in  Grabenwasser.  Auch  darin  war  nach  drei  Tagen  bei  28"  C  Schwefeleisen  ent- 
standen.  K-h  wünsche  hier  noch  zu  betonen,  dass  die  Mischinfektion  mit  Spirillum 
tenue  zwar  gunstig  wirkt,  jedoch  für  das  Gelingen  aller  dieser  \'ersuche  nicht 
essentiel!  ist. 

Natürlich  liegt  in  der  Biegung  h  des  Kölbchens  bei  Verwendung  der  genannten 
Nahrflüssigkeiten  ein  flockiges  Priicipitat,  worin  sich  zuniichst  das  Sulfidferment  an- 
-siedelt  und  schwarze  Flecke  erzeugt.  Spater  steigt  die  schwarze  Farbung,  wohl  in 
Folge  der  Entstehung  löslichen  Eisensulfürs,  höher  ins  Gasrohr  hinauf  und  schwarze 
Flöckchen  setzen  sich  an  die  vertikale  Glaswand.  Da  diese  Flöckchen  sich  zu  langen, 
vertikalen  Strichen  heranbilden.  offenbar  durch  das  Nachuntenfallen  des  Sulfidfer- 
mentes,  welches  dann  tiefer  an  das  Glas  festklebt,  muss  angenommen  werden,  dass 
diese  Bakterien  unter  günstigen  Lebensbedingungen  sich  nicht  bewegen.  Ueberhaupt 
weist,  wie  schon  bemerkt,  alles  darauf  hin,  dass  bewegliche  Bakterien  gewöhnlich  m 
Ruhe  sind  und  nur  notgedrungen  sich  in  Bewegung  setzen. 
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Aus  der  ini  Reduktionskölbchen  mit  Sulfidfermenten  bereiteten  Nahrflüssigkeit 
ist  die  Isolieruug  sowohl  vermittelst  Cielatine,  wie  mit  Agar  gelungen,  und  zwar  be- 
sonders  beim  Agarverfahren  ziemlich  leicht. 

Die  Agarnahrmasse  war  wie  folgt  bereitet: 

Eine  sehr  klare,  zweimal  filtrierte  wasserige  Agarlösung  wurde  langere  Zeit  mit 
destilliertem  Wasser  ausgewaschen,  zur  vollstandigen  Entfernung  aller  löslichen  Kör- 
per.  Es  wurde  dazu  die  im  Kochkölbchen  erstarrte  Masse  einfach  mit  destilliertem 
Wasser  übergossen,  welches  oft  erneuert  wurde.  Es  wurde  daim  geschmolzen  und  auf- 
gekocht,  eine  ausserst  geringe  Menge  einer  Nahrlösung  zugesetzt,  welche  Natrium- 
malat,  Asparagin  und  Kaliumphosphat  enthielt  und  aufs  neue  gekocht  zur  vollstan- 
digen Entfernung  der  Luft.  Wahrend  des  Abkiihlens  wurde  ein  Tropfen  einer  klaren 
neutralen  Lösung  von  Mohrsalz  zugegeben  und  eine  so  geringe  Spur  Natriumkar- 
bonat,  dass  noch  keine  Trübung  auftrat.  Nachdem  ein  kleines  Tröpfchen  aus  der 
Kapillarspitze  des  Reduktionskölbchens  tuchtig  untergemischt  war,  wurde  unverweilt 
in  Reagentienröhrchen  oder  in  sehr  flache  Glasschalen  und  Glasdosen  von  verschie- 
dener  Konstruktion  übergegossen  und  sofort  in  Wasser  abgekühlt.  Die  Glasschalen 
bestanden  aus  millimetertiefen,  decimetervveiten  Schalen,  durch  eine  polierte  Glas- 
platte  geschlossen,  die  Dosen  (Fig.  3)  aus  den  bekannten  breiten  Glasringen,  worauf 
geschlifïene  Glasplatten  gleicher  Mittellinie  genau  passen,  so  dass  ein  flacher  Raum 
entsteht  von  der  Tiefe  der  Glasringdicke,  von  der  Weite  des  Glasringinnenraumes. 
Dass  bei  einer  solchen  Versuchsanstellung  weder  in  Reagentienröhren  noch  in  Glas- 
schalen eine  vollstandig  sauerstofïfreie  Nahrmasse  zu  erhalten  ist,  ist  bekannt,  und 
das  Sulfidferment  auf  diese  Weise  zu  kultivieren,  wenn  es  allein  gegenwartig  ware, 
wiirde  auch  nicht  gelingen.  Es  finden  sich  aber  im  Aussaatmateriale  massenhaft  an- 
dere Bakterien  und  diese  machen  nun  zunachst  das  Medium  ganz  sauerstofffrei  und 
bereiten  dasselbe  auch,  eben  wie  für  die  Nahrlösungen  angegeben,  auf  andere  Weise 
vor,  so  dass  das  Sulfidferment  nach  zwei  oder  mehr  Tagen  darin  geeignete  Bedingun- 
gen  für  Wachstum  und  Sulfatreduktion  findet  und  Kolonieenbildung  davon  anfangt. 
Sind  als  Nebenflora  Spirillen  vorherrschend,  so  wachsen  die  Kolonieen  ziemlich  lange, 
jedenfalls  geht  die  Reduktion  dann  ruhig  fort,  bis  alles  Sulfat  zerlegt,  alles  Eisen  als 
Schwefeleisen  abgesetzt  ist.  Spielen  andere  Bakterienarten  als  Spirillen  neben  dem 
Sulfidfermente  die  Hauptrolle,  so  sind  die  Erscheinungen  in  den  festen  Substraten 
sehr  abwechselnd,  oft  überraschend  und  durchaus  nicht  immer  erkliirbar. 
Nicht  selten  beginnt  die  Reduktion  in  solchen  Fallen  stürmisch,  um  schon  nach  zw^ei 
oder  drei  Tagen  zur  Ruhe  zu  kommen  und  nicht  wieder  zu  beginnen.  Die  Kolonieen 
sind  dann  so  klein,  dass  man  besser  thut,  von  neueni  anzufangen.  Jedenfalls  ist  es 
ratsam,  nur  gut  ausgewachsene  Kolonieen  für  weitere  Kuituren  zu  verwenden,  da  selbst 
darin  die  Zahl  der  Bakterien  klein  ist  und  oft  kaum  tausend  betragt.  Die  Kolonieen 
scheinen  bei  dem  hier  beschriebenen  Verfahren  zwar  gross,  doch  rührt  dieses  von  dem 
Eisensulfürmantel  her;  wird  dieser  in  Saure  gelost,  so  verschwinden  die  Kolonieen 
für  das  Augc  oft  ganz.  Das  Wachstum  der  Kolonieen  kann  dadurch  gefördert  wer- 
den, dass  eine  .\garplatte,  woriii  dicselbcn  vorkommen,  entweder  ganz  aus  den  Glas- 
platten  gelost  oder  noch  zum  Teil  oder  ganz  dazwi.schen  geschlossen  in  eine  für 
Sulfatreduktion  geeignete  Nahrlösung  untergetaucht  wird.  Wird  die  Flüssigkeit  dann 
und  wann  erneuert,  so  kann  das  Wachstum  der  Kolonieen  lange  fortdauern.  Dunne 
Agarplatten  könncn  fiiglich  ineinandergernllt,  in  weithalsige  Stöpselflaschen  gebracht 
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werden,  wahrend  noch  zwischt-n  den  Glasplatten  befindliche  Agarschichten,  wo  die 
Nahrlösung  nur  peripherisch  zutreten  kanii,  besser  in  Glasdosen  gelegt  werden,  welche 
ganz  mit  der  Kulturflüssigkeit  angefüllt  und  durch  gut  aufgeschliffenen  Deckel  voll- 
standig  von  der  Luft  abgeschlossen  sind.  Doch  habe  ich  auch  bei  Anwendung  dieses 
Kunstgriffes  immerhin  noch  mit  sehr  kleinen  Bakterienmassen  zu  schaffen  gehabt, 
welche  einige  Vorsicht  erforderten,  urn  davon  mit  dem  Platinfaden  eine  Prise  /u 
nehmen,  so  dass  Aussaaten,  welche  man  vuii  Kolonieen  hergenommen  zu  haben  nieint, 
vielfach  steril  bleiben.  Ueberhaupt  ist  die  Schwierigkeit  der  Isolierung  in  die  letzten 
Schritte  der  Manipulation  gelegen,  und  einmal  isolierte  Kuituren  sind  für  weitere 
Experimente  erst  recht  unangenehni  zu  bandhaben,  da  es  schwierig  ist,  ohne  Mithilfe 
lebender  Organismen  einen  absolut  sauerstofffreien  Kulturraum  darzustellen.    Unsere 
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Fig.  3.  1-iK.  4. 

Fig.  3.  Kultur  von  einem  Gcmische  von  Spirillum  tenue  («)  und  S.  d  esul  f  u  r  i  ca  n  s  (*rf)  in  Ag:ir  (.ir) 
zwischen  zwei  durch  Glasring  (gr)  getrennte  Glasplatten.  Der  Hohlraum  ist  nur  teilweise  angefüllt,  Ir  ist 
der  Luftraum,  am  der  Agarmeniscus.  Die  Schicht  der  Kolonieen  von  Spirillum  tenue  liegt  in  einiger  Ent- 
fernung  vom  Meniscus  bei  st,  hat  sich  also  bei  verminderter  Sauerstofïspannung  gebildet.  Kolonieen  von 
Spirillum  desulfuricans  sind  durch  Schwefeleisenablage  schwarz  und  auch  ihre  Umgebung  ist  dadurch 

gefarbt. 
Fig.  4.    (1000.)   Eine  Kolonie  von  Spirillum  desulfuricans  wie  Fig.  3   stark  vergröBert.     lm  Agar  und 
in  der  Kolonie  zahlreiche  Schwefeleisenniederschlage.    Die  Spinllen  teilweise  tot  und  schwarz     Die  Bewegung 

durch  Pfeile  angegeben. 

geringen  Kenntnisse  in  Bezug  auf  die  Bakterien  der  Peptonfaulnis,  worunter  die 
interessantesten  Arten  eben  wie  das  Sulfidferment  Anaërobien  sind,  beweisen,  bei- 
laufig  bemerkt,  dass  ich  nicht  der  einzige  bin,  diese  Schwierigkeit  zu  empfinden  '). 
Uebrigens  habe  ich  mich  in  diesem  Falie  nur  so  lange  mit  Versuchen  mit  Reinkul- 
turen  beschaftigt,  als  nötig  war  für  die  sichere  morphologische  Charakteristik,  und  zur 
Feststellung  der  Thatsache,  dass  die  Reduktion  der  Sulfate  durch  das  Ferment  ohne 
Mithilfe  anderer  Bakterien  möglich  ist. 


')  Ich  wünschc  hier  noch  zu  betonen,  daB  es  zwei  Klassen  von  echten  Anaërobien 
gicbt.  Die  eine  Klasse,  reprasentiert  durch  das  Butylferment.  vermag  die  letzten  Spuren 
Sauerstoff  aus  den  Nahrmedien  zu  absorbieren,  wobei  die  morphologisch  so  charaktc- 
ristische  i>Sauerstoffform«  auftritt.  (Die  Butylalkoholgarung.  p.  27.  .Amsterdam  i8g3.) 
Die  zweite  Klasse,  wozu  das  Sulfidferment  gehort,  besitzt  eine  solchc  Sauerstoffform 
nicht  und  fordert  absolute  Abwesenheit  des  Sauerstoffes,  um  zur  F,ntwicklung  zu 
kommen. 
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Dooli  betrachten  wir  die  Eigenschaften  der  Kolonieen.  Ob  diese  in  Gelatine  oder 
Agar  t'ingeschlossen  liegen,  ist  gleichgiltig.  Formverschiedenheit  war  dazwischen 
nicht  zii  bemerken,  \^erflüssigung  der  Gelatine  findet  nicht  statt. 

Bei  Abwesenheit  von  Eisensalzen  sind  die  iiusserst  kleinen  Kolonieen  durch  nichts 
charakterisiert,  Pigmentbildung  fehlt  vollstandig '). 

Hei  Gegenwart  von  Eisensalzen  sind  die  Kolonieen  sehr  leicht  kennbar  (Fig.  3), 
doch  niuss  bemerkt  werden,  dass  die  dem  Schwefeleisen  entlehnten  Eigenschaften 
natiirlicli  niir  dann  für  das  Sulfidferment  eigentümlich  sind,  wenn  keine  anderen' 
Schwefelquellen  als  Sulfate  gegenwartig  sind,  und  dass  sie  anderenfalls  auch  bei 
mehreren  anderen  Bakterienarten.welche  auf  andere\\'eise  Schwefelwasserstoff  bilden, 
zurückgefunden  werden.  Doch  besitzen  diese  letzteren  Bakterien  keine  Spirillenge- 
stalt,  so  dass  die  Diagnose  durch  Bezugnahme  auf  die  mikroskopischen  Eigenschaften 
immer  möglich  sein  dürfte.  Allerdings  ist  die  Spirillengestalt  des  Sulfidferments  nicht 
jederzeit  scharf  ausgepragt. 

Die  reduzierenden  Kolonieen  können  unter  zwei  Formen  auftreten,  entweder  mit 
einer  diffusen,  sich  allmahlich  in  die  Umgebung  verlierenden  Schwefeleisensphare, 
oder  als  intensiv  schwarze  Punkte  ohne  eine  solche  Sphare.  Worauf  dieser  Unter- 
schied  beruht,  ist  mir  nicht  deutlich  geworden;  nur  in  den  mit  einer  Sphare  versche- 
nen Kolonieen  habe  ich  weitere  Reduktionen  anstellen  können,  nicht  mit  der  anderen 
Form.  Das  Vorkommen  beweglicher  Individuen  bei  der  zweiten  Form  beweist,  dass 
hier  nicht  der  Unterschied  zwischen  Leben  und  Tod  vorliegt.  Da  es  mir  nicht  möglich 
war.  irgend  einen  konstanten  morphologischen  l'nterschied  zwischen  den  Bakterien 
beider  Kolonieformen  zu  unterscheiden,  habe  ich  keine  I^rsache,  dabei  an  verschiedene 
Bakterienarten  zu  glauben,  doch  muss  ich  bemerken,  dass  aus  den  Kolonieen  mit  der 
Sphare  nur  iihnliche  Formen  in  den  davon  abgeleiteten  Kuituren  entwickelt  sind. 

Die  Sphare  rings  um  die  Kolonieen  besteht,  wie  gesagt,  aus  Schwefeleisen 
(Fig.  4).  Dieses  kommt  vor  sowohl  als  gleichmassige,  sich  nach  aussen  allmahlich  ver- 
lierende  Filrbung  des  Agars  oder  der  Gelatine  und  als  aus  kleinen  Kugeln,  seltener 
unregelmiissigen  Klumpen  bestehender  Niederschlag.  Die  kleinen  Kugeln  sind  alle 
nahezu  gleich  gross  und  gleichen  tauschend  Mikrokokken.  Da  sie  sich  voUstandig  in 
Salzsaure  lösen,  liegt  keine  Ursache  vor,  darin  ein  organisches  Skelett  (wie  in  den 
zwar  viel  grosseren  Calciumkarbonatsphariten.  welche  entstehen.  wenn  Natriumkar- 
bonat  und  Chlnrcalciuni  bei  Gegenwart  von  Eiweiss  oder  Gelatine  aufeinander  einwir- 
ken)  anzunehnicn,  offenbar  bestehen  dieselben  aus  reinem  Schwefeleisen.  Die  Kügel- 
chen  liegen  cbenfalls  innerhalb  der  Kolonieen,  zwischen  den  Bakterien  zerstreut,  doch 
ist  ihre  Zahl  hier  viel  beschrankter,  wie  überhaupt  der  von  den  Bakterien  angefiillte 
Raum  auffallend  wenig  gefarbt  erscheint. 

Bei  dem  hier  beschriebenen  Versuchc  liaben  wir  vorausgesetzt,  dass  iniTrennungs- 
kölbchen  neben  dem  Reduktionsfermente  gewöhtdiche  Wasserspirillen  ini  Uebermasse 
vork-ommen.  Dieses  war  dadurch  erreicht,  dass  neben  Infektion-smaterial,  worin  das 
Sulfidferment,  auch  eine  Kultur  von  S  p  i  r  i  1 1  u  m  tenue  zugesetzt  wurde.  Bei  der 
\'^erwendung  von  Pepton  oder  organisch  saurem  Salze  und  Mohrsalz  als  Schwefel- 
quelle  und  Tndikator  hat  S  p  i  r  i  1  1  u  m  t  e  n  u  e  ein  so  starkesReproduktionsvermögen, 


')   Zelinsky's    Bacterium    b  y  dros  n  ]  f  11  r  e  11  m    poiiticnni     virflii>sint    Gi-latine 
Mild  erzcuKt  ein  brauncs  Pigment. 


125 

das  die  übrigen  Bakterienarten  mehr  oder  weniger  vollstaiulig  zurückgedrangt  werden. 
Die  Folge  davon  ist,  dass  in  einer  Aussaat  zwischen  Glasplatten,  wie  in  Fig.  t,  abgc- 
bildet,  WO  die  Luft  einerseits  zutreten  kann,  auch  nur  S  p  i  r  i  1  1  u  m  tenue  und  die 
Sulfidfermente  Kolonieen  in  gewisser  Menge  erzeugen,  die  fremden  Rakferienkolo- 
nieen,  besonders  die  aërobien,  beinahe  ganz  eliminiert  sind. 

Es  sei  mir  gestattet,  hier  auf  eine  Eigentümlichkeit  im  Wachstume  der  Kolonieen 
von  S  p  i  r  i  1  lu  ni  tenue  aufmerksam  zu  machen,  welche  in  Bezug  auf  das  Verhalt- 
nis  der  Mikroorganismen  zum  freien  Sauerstoff  von  tiefer  Bedeutung  ist.  DieseEigen- 
tiimiichkeit  besteht  dariii,  dass  bei  gleichmassiger  Verteilung  der  Spirillen  ini  Sidi- 
strate  die  Kolonieen  in  einer  bestinimten  Entfernung  vom  Meniscus  stark  angehauft 
und  nur  dort  von  bedeutender  Grosse  vorkonimen  (st  Fig.  3),  wahrend  höher  und 
tiefer  von  den  Spirillenkolonieen  nichts  mehr  zu  bemerken  ist.  Offenbar  entstehen 
die  Kolonieen  an  einer  Stelle  im  Nahrboden,  wo  dieSpannung  des  gelöstenSauerstoffes 
eine  ganz  bestimmte  und  sehr  geringe  ist.  Bei  einer  anderen  Gelegenheit  habe  ich  die 
beweglichen  Bakterien  nach  ihrer  Beweglichkeit  in  Bezug  auf  den  gelösten 
freien  Sauerstoff  zu  drei  Typen  gebracht:  dem  Aërobientypus,  dem  Spirillentypus  und 
dem  Anaërobientypus,  je  nachdem  eine  Ansammlung  der  betreffenden  Arten  statt- 
findet  an  den  Stellen  der  höchsten,  einer  mittleren  und  der  geringsten  Spannung. 
Wir  sehen  nun,  dass  diese  drei  B  e  \v  e  g  u  n  g  s  t  y  p  e  n  ihr  Analogon  in  den  W  a  c  h  s- 
tumsverhalt  nissen  finden,  und  wir  sind  offenbar  berechtigt,  aus  der  einen 
Erscheinungsreihe  auf  die  Modalitat  in  der  anderen  zu  schliessen.  Die  tiefere  Er- 
klarung  des  hier  aufgestellten  Parallelismus  wird  wohl  die  sein,  dass  sowohl  Wachstum 
wie  Bewegung  eine  optimale  Intensitat  erreichen  bei  identischen  Sauerstoffspan- 
nungen.  Es  erhebt  sich  die  Frage.  ob  bei  dem  S  p  i  r  i  1  1  u  m  tenue,  bei  jener  mitt- 
leren Tension,  welche  sich  als  optimale  ergiebt,  auch  die  Kohlensaureabgabe  eine 
mittlere  ist  oder  eben  dabei  zu  einem  Maximum  ansteigt.  Die  letztere  dieser  beiden 
Möglichkeiten  ist  wohl  die  wahrscheinlichere,  denn  bei  den  Obligatanaërobien  verhin- 
dert der  Sauerstoffzufritt  die  Kohlensaureabgabe  ganzlich. 

Doch  kehren  wir  zuriick  zur  Betrachtung  des  Sulfidfermentes. 

Die  in  Agar  oder  Gelatine  eingeschlossenen  Kolonieen  sind  aus  kurzen.  nur  sehr 
wenig  gewundenen  Spirillen  zusammengesetzt.  welche  gewöhnlich  ca.  4  u  lang  und 
ca.  I  fi  dick  sind,  nur  wenige  erreichen  eine  grössere  Lange  oder  bleiben  ganz  kurz. 
Die  Zahl  der  Windungen  ist  34  —  i  und  nur  selten  kommt  mehr  wie  eine  ganze  Win- 
dung  zur  Beobachtung.  Die  meisten  Individuen  sind  massig  schnell  beweglich,  jedoch 
nur  solange  der  .Sauerstoffzutritt  zu  den  Praparaten  verhindert  wird.  W'enn  dieses 
Gas  zufliessen  kann,  ziehen  die  mehr  beweglichen  Exemplare  sich  nach  der  sauer- 
stofïarmen  Mitte  des  Praparates  zuriick,  wahrend  die  weniger  beweglichen  ganz  ge- 
lahmt  werden  unfl  bewegungslos  liegen  bleiben.  Also  dasselbe  Verhalten,  welches  ich 
früher  für  den  Einfluss  des  Sauerstoffes  auf  die  Beweglichkeit  des  anaërobischen 
Butylfermentes  beschrieben  habe*).  In  den  Kolonieen,  welche  bei  Gegenwart  von 
Eisensalzen  entstanden  sind,  liegen  überall  zwischen  den  Spirillen  die  namlichen 
schwarzen  niikrokokkenartigen  Eisensulfürniederschlage.  welche  wir  schon  früher  ;n 
der  Umgebung  der  Kolonieen  kennen  lernten  CFig.  4).  Abgestorbene  Spirillen  werden 
an    sich    Attraktionscentra    für    Schwefeleisenablagerung,    sie    werden    dabei    intensiv 


•)   Centralblntt   fiir   BaktcrioIOKie.   Bd.  XI\'.   i8n.^.  p   841. 
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schwarz  und  schwellen  gewaltig  an,  oft  kommt  dabei  die  Spirillengestalt  sehr  deutlich 
zur  Auspriigung  '  1. 

An  vielen  Sultulspirillen  konnte  ich  nicht  ohne  Miihe  einen  terminalen  Schwarm- 
faden  oder  Schwarmfadenbiischel  beobachten.  Die  in  den  Flüssigkeiten  vorkdmmende 
Form  des  Fermentes  ist  meistens  noch  kleiner  wie  diejenige  in  den  Kolonieen  im 
festen  Substrate,  doch  bleibt  man  auch  dabei  nicht  unsicher  über  die  Spirillennatur. 
Ich  glaube  deshalb,  dass  unser  Ferment  niit  deni  Namen  Spirillum  desul- 
f  u  r  i  c  a  n  s   belegt  werden  kann. 

Wenn  ich  hier  das  Sulfidferment  unter  deni  »Genusnamen«  Spirillum  ein- 
zuführen  versuche,  so  muss  ich  betonen,  dass  ich  eine  solche  Einreihung  nur  für  eine 
vorlaufige  halten  kann,  denn  es  ist  sicher,  dass  die  bisher  als  S  p  i  r  i  1  1  u  m  angefiihr- 
ten  Organismen  untereinaiider  tief  verschieden  sind.  Dieses  gilt  /..  B.  in  Bezug  auf 
das  Verhalten  der  Spirillen  zum  freien  Sauerstoff.  Dabei  kommen  drei  scharf  ge- 
trennte  Typen  zur  Beobachtung,  welche  sowohl  durch  das  Kolonieenwachstum  im 
festen  Nahrsubstrate,  wie  durch  die  »Atmungsfigur«  bei  der  Bewegung  kenntlich  wer- 
den. Wir  finden  namlich  den  Aërobientypus  bei  dem  Spirillum  t  y  r  o  - 
genum  (auch  bei  Cholera),  den  Spirillentypus  bei  Spirillum  tenue,  den 
Anaërobientypus  bei  Spirillum    desulfuricans. 

Es  ist  wahrscheinlich,  dass  diese  physiologischen  Verschiedenheiten  die  Folge 
sind  von  nur  sehr  entfernter  systematischer  Verwandtschaft,  welche  dereinst  veran- 
lassen  dürfte,  unsere  gegenwartige  künstliche  Gattung  Spirillum  wenigstens  in 
drei  natürliche  Gattungen  zu  spalten.  Doch  wird  diese  Zeit  erst  kommen,  wenn  wir 
über  das  gesamte  Bakteriensystem  einen  bcsseren  Ueberblick  besitzen,  wie  heute. 

Hat  man  Spirillum  desulfuricans  einmal  in  Reinkultur  gebracht,  so 
muss  man  nicht  glaubeii,  dass  dann  die  Schwierigkeiten  für  die  weitere  Untersuchung 
verschwunden  sind.  Ganz  im  Gegenteil,  dieselben  werden  dann  noch  viel  grösser  wie 
beim  Rohmaterial.  Dieses  resultiert  aus  der  Notwendigkeit  der  Durchführung  von 
Kautelen,  wodurch  der  Sauerstoff  vollstandig  entfernt  wird,  und  Jeder,  welcher  sich 
mit  solchen  Versuchen  beschaftigt  hat,  welche  sehr  oft  wiederholt  werden  mussen, 
weiss,  wie  aufreibend  es  ist,  in  dieser  Beziehung  radikal  zu  handeln,  wenn  man  dabei 
nicht  aërobische  Mikrobien  zu  Hilfe  nehmen  kann.  Vielleicht  ware  die  Verwendung 
von  Ferrosulfat,  anstatt  Mohrsalz,  in  dieser  Beziehung  empfehlenswert.  Doch  auch 
das  w.ïre  nur  Notbehelf.  Obschon  ich  mich  seit  mehr  als  2  Jahren  mit  dem  Sulfidfer- 
mente  beschaftige,  habe  ich  infolge  jenes  Umstandes  doch  Vieles  noch  nicht  sicher 
festgestclt,  was  zur  Biologie  desselben  gehort.  Selbst  die  dafür  notwendige  Zeit  hat 
mir  gefehlt,  denn  man  bedenke,  dass  das  schliessliche  Resultat  eines  Reduktionsver- 
suches  oft  erst  nach  3 — 4  Wochen  bekannt  ist,  und  dass  bei  der  Versuchsanstellung 
mit  Reinkulturen  die  meisten  Versuche  fehlschlagen.  Noch  nicht  entschieden  sind 
Z.B.  die  folgenden  Fragen:  Vermag  das  Sulfidferment  andere  Körper  wie  Sulfate  zu 
reduzieren,  z.  B.  Tndigkarmin,  Lackmus,  Ferrisalze,  Nitrate?  Sind  die  Sulfidfermente, 


')  Bei  mcincii  Versuchen  habc  ich  einmal  eine  stattlichc  SpirilU-nart  licobaclitet, 
welche  im  lebenden  und  beweglichen  Zustande  Schwefeleiscnkörncr  im  Inneron  abge- 
laRcrt  batte.  Auch  R.Koch  scheint  diese  .^rt  «efunden  zu  haben,  und  er  bczeicbnet 
dicselbc  (Koch  sagt  »nach  Perty»,  doch  suchte  ich  in  «Kleinste  Lebensformen»  ver- 
gebens  nacb  diescm  Namen)  als  Spirillum  Ic  11  cnmc  I  a  envi  m.  CMitteilungen  des 
Gesundheitsamtes.   Bd.  I.   1881.  p.  48.) 


127 

welche  an  thonigen  Meeresküsten  zu  der  selir  umfangreichen  dort  herrschenden 
Schwefelwasserstoff-  und  Schwefeleisenbildung  veranlassen,  identisch  mit  S  p  i  r  i  1  - 
lum  desulfuricans?  und  wie  wirkt  der  Salzgehalt  auf  unser  Ferment?  Ge- 
hort das  Sulfidferment  in  unseren  Graben  und  Teichen  sowie  im  Boden  immer  zu 
ein  und  derselben  oder  zu  mehreren  Arten?  Auch  die  besonders  wichtige  Frage  nacli 
der  Tiefe,  bis  zu  welcher  das  Ferment  im  Boden  vorkommt,  und  die  Bezeichnung  der 
Stelle,  WO  die  Sulfatreduktion  in  dafür  geeigneten  Boden  vollendet  ist,  sind  noch  un- 
gelöste  Probleme. 


Ueber  Nachweis  und  Verbreitung  der  Glukase, 
das  Enzym  der  Maltose. 

Centralblatt   für   Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,    1 1.  Abtcilung,   t.  Band,   1895, 

S.  221  —  229,  265  —  271,  329—342. 


Bei  tier  enzymologischen  und  botanischen  Besprechung  eines  Knzynies  vie  die 
(ilukase,  worüber  noch  so  wenige  Untersuchungen  vorliegen  und  dessen  Nach- 
weis bisher  mit  erheblichen  Schwierigkeiten  verbunden  war,  dürfte  es  nicht  über- 
flüssig  sein,  einige  Benierkungen  über  die  amylolytischen  Enzyme  im  allgemcinen  so- 
wie  über  die  Methoden  der  Hydrodiffusion  im  festen  Substrate  und  der  Auxano- 
graphie,  wodurch  die  Untersuchung  jener  Enzyme  und  ihrer  Umwandlungsprodukte 
so  ausserordentlich  vereinfacht  wird,  und  welche  bisher  noch  nicht  die  gebührende 
Berücksichtigung  durch  andere  Forscher  gefunden  haben,  vorauszuschicken.  Ich 
werde  dabei  einige  Ergebnisse,  welche  erst  im  spiiteren  Teile  dieses  Aufsatzes  be- 
griindet  werden,  schon  vorgreifend  berücksichtigen,  auch  werden  einige  Erfahrungen 
berührt  werden,  welche  hier  nicht  niiher  erwiesen  sind,  deren  Nachweis  nach  unserer 
Methode  jedoch  so  einfach  ist,  dass  jeder  dieselben  leicht  wird  kontrollieren  können. 
In  Bezug  auf  die  hier  zu  befolgende  Nomenklatur  dieser  verschiedenen  Körper 
wiinsche  ich  zu  bemerken,  dass  es  sehr  empfehlenswert  ist,  nach  dem  Beispiele  der 
französischen  Forscher  das  Wort  »Amylase«  als  KoUektivnamen  für  sjimtliche 
starkespahenden  Enzyme  zu  verwenden,  und  den  Namen  »Granulase«  a's  partiellen 
KoUektivnamen  für  diejenigen  Amylasearten,  welche  aus  Stiirke  zu  gleicher  Zeit 
Maltose  und  Achroodextrin  erzeugen.  Durch  einen  Bliek  auf  die  Tabellen  wird  man 
sofort  sehen,  wie  nötig  und  nützlich  diese  Verbesserung  der  Nomenklatur  ist.  Ich 
Iiiitte  es  vorgezogen,  hier  den  Namen  »Dextrinase«  zu  verwemlen,  doch  ist  dieses 
Wort  schon  in  eineni  anderen  und  ganz  bestimmten  Simie,  und  zwar  für  ein  aus 
Malzamylase  entstchendes,  von  Wysman  entdecktes  Kunstprodukt  verwendet. — 
I-"ür  ilie  Glukase  werde  ich  uiitcn  die  liltcre  Cieschichte,  welche,  wie  ich  meiiie,  im 
Dcutschen  noch  nicht  gegeben  wurde,  in  Uebersetzung  anführen,  namentlich  die  Be- 
gründung  von  C  u  i  s  i  n  i  e  r's  Patent. 

Dass  ich  überall  das  Richtige  getroffen  haben  sollte,  kann  ich  bei  einer  so  ver- 
wickelten  Untersuchung  wie  diese  kaum  hoffcn.  l'nd  dass  spater  etwa  iiachzuwei- 
sende  Fehler  einige  Nachsicht  bcanspruchcn,  werden  einsichtige  Forscher  wohl  zu- 
stimmen. 
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Kapitel   I. 
Untersuchungsmethoden  i). 

Bei  der  Uiitersuchung  der  verschiedenen  Amylasearten  handelt  es  sicli  gewöhn- 
lich  um  den  Nachweis  sehr  kleiner  Mengen.  Da  hierbei  nocli  überdies  oft  Enzym- 
gemische  vorliegen,  auch  andere  l)ekannte  und  unbekannte  gewöhnliche  organische 
Körper  nicht  fehlen,  und  da  bei  diesen  \'ersuchen  Bakterien  leicht  storend  eingreifen 
können,  so  war  es  erwünscht,  ein  V'erfahren  ausfindig  zu  niachen,  wodurch  es  gelingt, 
die  genannten  Schwierigkeiten  zu  beseitigen.  Von  der  Voraussetzung  ausgehend,  dass 
die  Amylasen  im  Gegensatze  zu  der  herrschenden  Ansicht  gut  dift'undierende  Körper 
sind,  erschien  es,  dass  die  Methode  der  Hydrodiffusior  in  starkehaltigen  Gelatine- 
platten  zu  wichtigen  Ergebnissen  würde  führen  könner.  Und  diese  Erwartung  wurde 
durch  die  Erfahrung  nicht  getauscht.  Bei  der  Unter-uchung  der  amylolytischen  Vor- 
gange  nach  dein  genannten  Prinzipe  kommen  die  drei  folgenden  Mittel  und  Wege 
zur  Verwendung: 

Er  stens,  die  Hydrodift'usion  in  festem  Substrate  zur  Trennung  der  Enzyme 
von  ihren  Tragern,  sowie  zu  deren  Trennung  unter  sich,  fürsoweit  sie  überhaupt 
und  mit  ungleicher  Geschwindigkeit  diffundieren. 

Z  w  e  i  t  e  n  s,  das  gewöhnliche  chemische  Reaktionsverfahren  im  festen  Substrate, 
z.  B.  die  Jodreaktion  für  den  Nachweis  der  Umwandlungsprodukte  der  Stnrke,  wie 
Achroodextrin  und  Erythrodextrin. 

D  r  i  t  t  e  n  s,  das  Mikrobienwachstum  im  festen  Substrate  (Auxanographie) 
zum  Nachweise  von  Zuckerarten,  wie  Glukose  und   Maltose. 

Da  ich  selbst  schon  früher  die  hier  zuniichst  in  Betracht  kommende  auxanogra- 
phische  Methode  beschrieben  habe  -),  und  da  die  Methode  der  Hydrodiffusion  in  Ge- 
latine, sowie  die  Jodreaktion  im  festen  Substrate  für  die  Diastase  des  Gerstenmalzes 
durch  Herrn  Wysman  ausführlich  untersucht  und  behandelt  sind  (i.c),  so  kann 
ich  hier  zwar  auf  diese  Arbeiten  hinweisen,  jedoch  erscheint  eine  gedrangte  Ueber- 
sicht  der  befolgten  Methoden  erwünscht. 

I.   Das   Diffusionsverfahren. 

Die  Beschreibung  eines  Beispiels  ist  am  besten  geeignet,  das  Verfahren  zu  be- 
leuchten.  Wiihlen  wir  als  solches  den  Nachweis  der  beiden  Enzyme,  welche  sich  im 
ungekeimten  und  im  gekeimten  Gerstenkorne  vorfinden.  Weizen  und  Roggen  verhalten 
sich,  beilaufig  bemerkt,  wie  Gerste,  ebenso  Aegilops  ovata,  Hafer  dagegen  ab- 
weichend. 

Man  fertige  eine  lo-proz.  Gelatinelösung  in  destilliertem  Waser  an,  füge  ca. 
Yi  Proz.  Kartoffelstarke,  oder  besser  ebensoviel  lösliche  Stjirke  ■')  hinzu,  erhitze 
einige  Minuten  auf  demSiedepunkte,  giesse  die  Lösung  zu  einer  sehr  dunnen  Schicht  in 
eine  Glasdose  mit  gut  geebnetem  Boden  aus  und  lasse  sie  erstarren. 


')  Ein  für  allemal  verweise  ich  hic-r  auf  die  Schrift :  H.  P.  W' y  s  m  a  ii ,  IJc  diastase 
beschouwd  als  mengsel  van  Maltase  en  Dextrinase.  Amsterdam   (Spin  &  Co.)  1889. 

*)  Archives  Néerlandaises.  T.  XXIII.  1888.  p.  .167.  (B  a  u  m  s  a  r  t  e  n  '  s  Tahrcsher. 
Bd.  V.  1889.  p.  571.  Siehc  auch   dicses   Blatt     Bd.  VIII.  i8uo.  p.  618  und  651.) 

')   Bereitet  nach   Lintncr's  \'orsclirift.  Journal   für  prakt.  Cbemii-.  1886.  p.  378. 

M.  W.  B  eij  eri  nek  ,  Verzamelde  Geschriften;    Derde  Deel.  9 
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Das  zu  untersuchende  gekeimte  Gerstenkom  wird  mit  dem  Rasiermesser  senk- 
recht  znr  Langsachse  in  Ouerschnirte  zerteilt  und  diese  Ouerschnitte  werden  auf  die 
Oberflache  der  Gelatineplane  gelegt. 

Die  beiden  Enzyme,  die  Maltase  nnd  die  Granulase  diffundieren  aus  den  Quer- 
schniiten  in  die  Gelatine  hinein,  wirken  amylolytisch  auf  die  Starke  und  erzeugen 
dabei  ein  ohne  weiteres  sichtbares,  cirkulares  Diftusionsfeld.  Obschon  die  Malzamy- 
lase  zwar  schneller  wie  andere  Amylasearten  diffundiert,  sich  jedoch  inunerhin  ziem- 
lich  langsam  fortbewegt,  namlich  mit  ungefahr  derselben  Schnelligkeit,  womit  Dex- 
trin  und  Pepton  diftundieren.  so  ist  es  erwünscht.  den  Versuch  zwei  oder  mehrere 
Tage  fortzusetzen,  damit  das  Diffusionsfeld  ausgedehnt  werde.  Fürchtet  man,  dass 
der  Qtierschnitt  mit  Schimmel  oder  Bakterien  verunreinig^  ist,  so  bringt  man  in  die 
mngekehrte  autgestellte  Dose  eine  kleine  Schale  mit  Chloroform.  Der  Dampf  dieses 
Körpers  erfüllt  den  Ranm  tmd  verhindert  Mikrobienwachstimi,  ohne  die  diastasische 
\Mrkung  zu  storen. 

Maltase  erzeugt  ans  Starke  Maltose  neben  Erythrodextrin,  die  Granulase  dagegen 
Maltose  und  Achroodextrin.  Da  das  Erythrodextrin  sich  mit  Todlösung  rot  farbt,  >o 
muss  die  Gelatinestarkeplatte,  wenn  sie  mit  Jod-Jodk-aliuml5sung  übergossen  wird,  sich 
blau  farben  dort.  wo  kein  Enzym  hinzugetreten  ist  und  rot  dort,  wo  die  Maltase 
allein  eingewirkt  hat.  Da  femer  die  Maltase  etwas  schneller  diffundiert  wie  das 
Erythrodextrin,  so  kaïm  sich  letzterer  Körper  nur  innerhalb  des  Maltosediffusions- 
feldes  vorfinden,  womit  es  die  aussere  Grenze  gemeinsam  hat.  Eine  absolute  Identitat 
zwischen  der  Maltase-  und  Erythrodextringrenze  kann  jedoch  schwerlich  da  sein, 
denn  es  wird  eine  bestimmte  Konzentration  des  Enzyms  sowie  eine  bestimmte  Ein- 
wirknngszeit  davon  auf  die  Starke  gefordert.  um  die  Spaltting  zu  ermöglichen. 
Das  Enzym  dfirfte  deshalb  bei  der  Diffnsion  immer  ein  wenig  an  das  Erythrodextrin 
vorauseilen.  was  jedoch  für  unseren  Zweck  gleichgiltig  ist. 

Geht  man  nach  genügender  Diftusionszeit  über  zur  Uebergiessting  der  Gelatine- 
platte  mit  einer  Lösting  vonJod-Todkalium,  so  bemerkt  man  die  folgende  Erscheinung: 
Wahrend  die  Platte  sich  übrigens  blan  farbt,  findet  man,  dass  das  Diffusionsfeld 
der  Malzamvlase  zweifarbig  ist.  tmd  zwar  im  Tnnem  farblos,  und  dieser  farblose 
Zirkel  wird  durch  einen  violettroten  Erythrodextrinring  eingeschlossen.  Der  Erythro- 
dextrinring  ist  sehr  schmal  bei  den  Onerschnitten  der  gekeimten.  sehr  breit  bei  den- 
jenigen  der  ungekeimten  Getreidekömer. 

W  y  i  m  a  n  hat  nun  nachgewiesen,  dass  diese  Erscheinung  folgenderweise  er- 
klart  werden  muss:  Die  beiden  im  Malze  enthaltenen  Elnzyme  diffundieren  mit  un- 
gleicher  Geschwindigkeit:  die  Maltase  eilt  dabei  der  Granulase  i)  voraus,  woraus 
folgt,  dass  soweit  die  Granulase  diffundiert  ist,  diejenigen  Umwandlungen  der  Starke 
stattgeftinden  haben  mussen,  welche  darin  durch  die  gleichzeitige  Einwirkung  der 
Maltase  und  Granulase  zustande  kommen.  Da  diese  Endprodukte  jedoch  Mal- 
tf-se  und  Achroodextrin  sind,  so  muss  dieser.  den  beiden  Diffusionsfeldem  der 
Maltase  nnd  Granulase  gemeinsame  Teil.  mit  Tod  farblos  bleiben.  Rings  um  dieses 
farblose  Feld  muss  aber  ein  Ring  vorkommen,  wo  nur  die  vorausgeeilte  Maltase  angc- 
kommen  ist  und  die  Granulase  fehlt.   Da  aber  die  Maltase  aus  Starke  neben  Maltose 


>)  Wysman    hat    '7'    ^    '    -   'Vort  .Dextrinase<  verwcnact.    Unten   .^erde  ich  noch 
anführen.  weshalb  ich   :  ren  Namen  wahlen  muBte. 
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noch  Erythrodextrin  erzeugr.  io  muss  dieser  Teil  sich  mit  iJ  violett  farben.  Von 
der  Maltose,  welche  bei  diesem  Versuche  neben  dem  Erythrodextrin  durch  die  Ein- 
wirkung  der  Maltase  auf  die  Starke  entsteht,  bemerk-t  man  bei  dieser  \"ersiichian- 
stellung  nichts,  dieselbe  diftundien  nach  allen  Seiten  in  die  Gelatineplatte  hinein. 
Die  auxanographische  Methode  erlaubt  aber  eben  die  Maltese  nachzuweisen.  Die 
geringe  Breite  des  Ervthrodextrinringes  beim  gekeimten  Getreidekome,  verglichen  mit 
dem  ungekeimten,  rührt  daher,  dass  der  Keimling  nur  Granulase  erzeugt,  und  die  Mal- 
tasereproduktion  aus  dem  Endospenn  beim  Keimprozess  nur  wenig  zunimmt.  Uebri- 
gens  verweise  ich  bezüglich  der  interessanten  Lokalisationsverhaltnisse  der  Enzyme 
im  Malzkorne  auf  W  y  s  m  a  n"s  Schrift. 

2.  DieauxanographischeMr- 
Für  den  Xachweis  der  Maltose  und  der  Glukose,  welche  durch  amylolytische  En- 
zvme  entstehen  Cnnter  bestimmten  Umstanden  auch  der  Laktose  tind  Saccharose  und 
deren  durch  Laktase  und  Invertase  gebildeten  Inversionsprodukte).  lassen  sich  bei 
der  Anwendung  der  Dittusionsmethode  mehrere  Lebenserscheinungen  der  Mikrobien 
benutzen.  Besonders  zwei  davon  kamen  zu  naherer  Untersuchung.  namlich.  erstens, 
das  ll'achstum  ron  bestimmten  Mikrobien,  welche  dem  festen  Substrate  in  genügender 
Anzahl  einverleibt  sind,  und,  zweitens,  die  Leuchtfunkiion  der  Leuchtbakterien.  Da 
die  Leuchtbakterien  sowohl  mit  Maltose  wie  mit  Glukose  Licht  erzeugen,  so  habe  :ch 
bei  der  L'ntersuchung  der  Glnkase.  wobei  es  sich  eben  um  den  differentiellen  Nach- 
weis  dieser  Zuckerarten  im  festen  Substrate  handelt.  dieLeuchtfunktionen  nicht  ir  erster 
Linie  benutzen  köimen,  dafür  aber  das  AVachstiun  von  anderen  Mikrobien.  •.  • 
besonders  von  verschiedenen  Hefearten.  mit  gutem  Erfolge  in  .\nwendung  getratht. 
L'nter  den  Hefen  im  weiteren  Sinn  giebi  es  besonders  vier  Grappen,  welche  für 
diese  L'ntersuchungsrichtimg  von  Wichtigkeil  sind,  namlich,  erstens  die  Gluiosehefen, 
das  heisst  die  Arten,  welche  Glukose  und  Lae^•^lose  assimilieren,  nicht  aber  Saccha- 
rose. Laktose.  Maltose  und  Dextrin,  z.  B.  S.  a  p  i  c  u  1  a  t  u  s.  und  bestimmten  L'msian- 
den  auch  Mycoderma  cerevisiae  und  M.  v  i  n  i.  Zweitens,  die  Sac- 
charosehefen,  welche  Glukose.  Laevulose  und  Saccharose  assimilieren.  nicht  aber  Lak- 
tose. Maltose  tind  Dextrin.  hierzu  z.  B.  Saccharomycesfra^  ~)rittens 
die  yialiosehefen.  welche  Glukose,  Laevulose.  Maltose  tind  gewch:  _^:h  Sac- 
charose, nicht  aber  Laktose  tmd  Dextrin  assimilieren:  hierzu  z.  B.  S.  cerevisiae. 
S.  ellipsoideus.S.  minor.  Viertens,  die  Lactosehefen,  welche  Glukose,  Lae\-a- 
lose.  Saccharose  und  Lactose  assimilieren,  iedoch  nicht  Maltose  und  Dextrin:  hierzu 
S.  K  e  f  y  r  vmd  S.  Tyrocola.  Fünftens  die  Polysaccharosehefen.  welche  Glukose, 
Laevulose,  Saccharose.  Maltose  und  Dextrin  wohl,  Lactose  aber  nicht  assimilieren: 
hierzu  z.  B.  Mycoderma  sphaeromyces  tmd  Saccharomyces  acet- 
a  e  t  V  1  i  c  u  s.  Durch  Herbeiziehung  von  anderen  assimilierbaren  Stoffen,  wie  Glyceiin 
und  Xatriimi-  oder  Calciumacetat  kann  diese  Stufenleiter  von  Hefen  von  absteigen- 
der  Spezialisierung  noch  ausgedehr.t  werden,  was  aber  für  den  gegenwartigen  Zweck 
unnötig  ware. 

Wir  sehen  aus  dieser  Uebersicht,  dass  gewisse  Hefearten  sehr  wahlerisch  in 
Bezug  auf  die  dargebotenen  Zuckerarten  sind,  tmd  wir  können  diese  Eigenschaft  ver- 
wenden für  den  Xachweis  der  durch  amylolytische  Enz\-me  prodnzienen  Körper.  Für 
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unseren  gegenwartigen  Zweck,  wobei  es  sich  darum  handelt,  Glukose  als  Produkt  der 
Umwandlung  von  Maltose  nachzuweisen,  kommen  zunachst  die  Glukosehefen  in  Be- 
tracht, welche  Glukose  assimilieren  und  damit  wachsen,  jedoch  Maltose  unberührt 
■assen.  Werden  dieselben  mit  genügender  Einsicht  für  auxanographische  \'ersuche 
•\erwendet,  so  können  damit  sehr  überzeugende  und  demonstrative  Resultate  erhalten 
werden  und  imwagbar  geringe  Mengen  Glukose  bei  Gegenwart  von  Maltose,  Dextrin, 
Starke  und  zahllosen  anderen  organischen  Körpern  mit  vollstandiger  Sicherheit  nach- 
gewiesen  werden.  Es  sei  vorher  bemerkt,  dass  alle  von  mir  untersuchten  Hefen  und 
Bakterien  nicht  imstande  sind,  Enzyme  an  sich  direkt  zu  assimilieren,  und  sei  es  als 
Stickstofï  oder  Kohlenstoffquelle  zu  verwenden.  Ich  habe  dieses  mit  vieler  Sorgfalt 
festgestellt,  weil  der  Wert  meiner  Methode  davon  offenbar  abhangig  ist,  und  zwar 
auf  folgende  Weise:  Wenn  ein  .Ajnylasediffusionsfeld  sich  in  einer  Platte  von  Xahr- 
gelaiine  bildet,  worin  dasselbe  durch  ein  wenig  lösHche  Starke  sichtbar  gemacht  wird, 
so  muss  dasselbe  zirkelrund  werden,  wenn  die  Gelatineplatte  gleichmassig  dick  ist 
und  die  Diffusion  von  einem  Punkte  oder  Zirkel  ausgeht.  Wird  nun  im  Bereiche 
dieses  Diffusionsfeldes  eine  Kolonie  oder  ein  Impfstrich  der  zu  untersuchenden  Hefe- 
art  oder  Bakterie  gelegt  in  der  Weise.  dass  das  Enzym  darunter  bei  der  Diffusion  pas- 
sieren  muss,  so  wird  das  Difïusionsfeld  rund  bleiben,  wenn  das  Enzym  nicht  absorbiert 
wird,  dagegen  wird  selbst  das  geringste  Mass  der  Absorption  oder  .Assimilation  des 
Enzyms  durch  die  Kolonie  zu  einer  Abplattung  oder  anderweitigen,  zuvor  bestimm- 
baren  Formveranderung  des  Diffusionsfeldes  Veranlassung  geben  mussen.  Lasst  man 
nun  in  der  Nahrgelatine  die  Stickstofifquelle  fort  unter  Beibehaltung  des  Kohle- 
hydrates,  so  ergiebt  sich,  dass  die  Hefen  ("und  Bakterien)  das  Enzym  nicht  als  Stick- 
sloffquelle  benutzen  können;  lasst  man  das  Kohlehydrat  weg  unter  Beibehaltung  der 
Stickstoffnahrung,  so  findet  man,  dass  das  Enzym  auch  nicht  als  Kohlenstoffquelle 
fungieren  kann.  DasResultat  stimmt  damit,  dass  im  tierischen  Organismus  das  Ptyalin 
und  die  Pankreasdiastase  mit  dem  Urine  abgesondert  werden,  und  dass  bei  den  höheren 
Pflanzen  die  einmal  vorhandene  Diastase  sehr  hartnackig  in  dem  Gewebe  zurück- 
y.eibt. 

Zu  den  allbekannten  Hefearten.  welche  für  den  Xachweis  von  Glukose  vermit- 
telst  der  auxanographischen  Methode  \'erwendung  finden  können,  gehören,  wie  ge- 
sagt,  der  Kahmpilz  TSaccharomyces  Mycoderma  var.  c  e  r  e  v  i  s  i  a  e  und 
V  i  n  i)  und  Saccharomyces  apiculatus,  welche  beide,  bei  übrigens  ge- 
cigneter  Ernahrung  mit  Stickstoff-  und  Aschenbestandteilen,  Glukose  zu  ihrem  Wachs- 
tume  verwenden,  dagegen  Maltose  und  Dextrin  (und  Rohrzucker)  unberührt  lassen. 
Ich  habe  dieselben  darum  als  Glukosehefen  zusammengefasst.  Ferner  können  zu 
demselben  Zwecke  die  Saccharosehefen  verwendet  werden.  H ierher  gehort  z.  B.  eine 
von  mir  als  Saccharomyces  fragrans  bezeichnete  Hefeart.  Diese  Form  ist 
nach  gewissen  Bakterienarten,  der  Hauptfeind  der  Presshefe  und,  weil  daraus  durch 
Waschen  schwierig  ganz  zu  entfernen.  auch  in  der  Presshefe  des  Handels  immer 
gegenwartig  fungefahr  zu  i  auf  looooo).  Beim  >Würzeverfahren«  der  Presshefe- 
fabriken  bildet  diese  Hefe  die  bekannte,  sich  beim  \\'aschen  schnell  absetzende 
»schwere  Schicht*.  Sie  besteht  aus  Zeilen  von  ca.  5  a  6  u,  ist  also  viel  kleiner  wie 
dié  gewöhnliche  Presshefe.  welche  8u  misst;  sie  vergart  Glukose,  Laevulose  und 
Rohrzucker  sehr  energisch  zu  Alkohol  und  Kohlensaure  und  erzeugt  aus  den  beiden 
ersten  Zuckern  dazu  etwas  Essigather.    Sie  vergart  und  assimiliert  Maltose.  Dextrin 
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uiid  Starke  gar  nicht.  Bei  der  Gelatinekultur  spaltet  sie  sich,  wie  viele  andere  Hefe- 
arten,  in  drei  morphologische,  in  der  Form  der  Kolonieen  sehr  verschiedene  \arie- 
taten,  wovon  eine  aus  der  gewöhnlichen  ellipsoidischen,  eine  andere  aus  langfaden- 
förmigen  Zeilen  besteht,  welche  sich  aber,  eben  wie  die  dritte  Zwischenform,  physio- 
logisch  identisch  verhalten.  Andere  noch  weniger  spezialisierte  Hefearten,  welche 
ebenfalls  dienlich  sein  können,  sind  die  Laktosehefen,  welche  Glukose  assimilieren, 
Maltose,  Dextrin  und  Starke  aber  nicht.  Zwar  garen  und  wachsen  diese  letzteren 
Hefen  auch  mit  Laktose  und  Rohrzucker,  doch  fehlen  diese  Zuckerarten  in  den  bei  der 
Glukaseuntersuchung  in  Betracht  kommenden  Praparaten.  Von  diesen  Laktosehefen 
sind  die  in  den  Kefyrkörnern  vorkommenden  als  S  a  c  c  h  a  r  o  m  v  c  e  s  K  e  f  v  r  be- 
zeichnete  .Art,  sowie  die  in  hollandischem  Kase  allgemeine  Form  S.  T  y  r  o  c  o  1  a  ') 
leicht  zu  isolieren  und  sehr  geeignet,  als  Reaktive  auf  Glukose,  bei  Gegenwart  von 
Maltose,  verwendet  zu  werden. 

Da  alle  die  genannten  Hefearten  ihren  Kohlenstoffbedarf  nur  einem  assimilations- 
fahigen  Kohlehydrat  oder,  in  gewissen  Fallen.  einem  Acetat  und  Glycerin  entnehmen 
können,  nicht  dagegen  an  Peptonen  und  Amiden,  so  ist  man  in  der  W'ahl  der  Stick- 
stoffquelle,  welche,  in  \'ereinigung  mit  dem  Kohlehydrate,  Wachstum  veranlassen  soll, 
f  rei.  und  kann,  je  nach  Umstanden,  dafür  Pepton,  .Asparagin  oder  ein  Ammonsalz 
verwenden.  Jedoch  muss  ich  bemerken,  dass  die  für  feste  Substrate  giltigen  Regeln 
nicht  immer  unverandert  auf  Flüssigkeiten  angewendet  werden  können.  Der  Kahm- 
pilz,  in  Gelatine  eingeschlossen,  erzeugt  keine  Invertase  und  kann  darin  auch 
nicht  auf  Rohrzucker  reagieren,  thut  dieses  dagegen  wohl  in  flüssigen  Xahrmedien. 
Wenn  dieser,  mir  früher  unbekannte  Umstand,  für  den  gegenwartigen  Zweck  gleich- 
giltig  ist,  so  ist  dieses  nicht  der  Fall  in  Bezug  auf  die  folgende,  mir  erst  neuerdings 
ganz  klar  gewordene  Eigentümlichkeit  des  Kahmpilzes.  Dieser  Organismus  vermag, 
wenn  in  Gelatine  eingeschlossen.  Maltose  unter  keinem  Umstande  zu  assimilieren, 
welche  Stickstofïquelle  daneben  auch  zur  Disposition  gestellt  wird.  In  flüssigen  Xahr- 
medien ist  das  Verhalten  desselben  jedoch  in  einem  bestimmten  Falie  davon  abwei- 
chend.  Denn  wenn  der  Kahmpilz  einerseits  Maltose  auch  in  flüssigen  Medien  nicht 
assimiliert,  wenn  Pepton,  Asparagin,  Ammonsalz  oder  ein  Gemisch  dieser  Körper  als 
Stickstoffquelle  dargeboten  wird,  so  findet  andererseits  Maltoseassimilation  faktisch 
statt.  wenn  durch  den  Maischprozess  gebildete  Malzpeptone,  selbst  in  gekochtem 
Zustande,  dargeboten  werden.  Der  Kahmpilz  kann  deshalb  nicht,  wie  ich  früher 
meinte  -).  zur  quantitativen  Glukosebestimmung  in  Würzen  verwendet  werden.  Bei 
dem  Gebrauche  des  Kahmpilzes  für  die  Glukoseuntersuchung  vermittelst  der  auxano- 
graphischen  Methode  kann  daraus  bei  genügender  \"orsicht  jedoch  niemals  eine  Feh- 
lerquelle  entstehen.  Uebrigens  trifït  der  berichtete  Umstand  nicht  zu  für  Saccharo- 
myces  apiculatus  und  S.  f  r  a  g  r  a  n  s  ,  welche  Maltose  unter  keinem  Umstand 
assimilieren  und  also  in  beiderlei   Hinsicht  dienlich  sein  können. 

Die  \'ersuchsanstellung  geschieht  nun,  wie  folgt: 

Es  wird  eine  lO-proz.  Lösung  von  Gelatine  in  Leitungswasser  angefertigt  und 
dazu  '/20  Proz.  Monokaliumphosphat  und  5  Proz.  Maltose  oder  De.xtrin  eder  'A  Proz. 
lösliche  Starke,  und  '/so  Proz.  Chlorammon  (namlich  bei  der  \er\vendung  von  Kahm- 


')  Centralblatt  für  Bakteriologie.  Bd.  \'I.  i88q.  p.  44. 

■)   Zin  Biologie  des  Kahmpilzes.   (Centralb!.  1    Bakteriol.  Bd.  XI.  i8gJ.  p.  68.) 
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pilz)  oder  %  Asparagin  oder  i  Proz.  Pepton  siccum  zitgesetzt  (niinilich  wt-nii  S.  f  r  :i- 
g  r  a  n  s  ,  S.  a  p  i  c  y  1  a  t  u  s  oder  S.  K  e  f  y  r  verwendet  werden ).  Es  wird  sterilisiert, 
abgekiihlt  und  vor  dem  Erstarren  eine  sehr  grosse  Anzahl  von  Zeilen  von  irgend  einer. 
der  oben  genaiinten  Hefearten  untergeniischt.  Es  ist  am  besten,  dieses  in  eineni  kleinen 
Kochkölbchen  auszufiihren  und  die  Hefe  mit  einem  starken  Platinfaden  im  Halse  des 
Kölbchens  an  der  Glaswand  zu  zerreiben  und  mit  der  noch  flüssigen-  Xahrgelatine 
innig  zu  vermischen.  Xath  liingerem  und  vorsichtigem  Schaukeln  in  der  Hand,  wo- 
bei  der  Schaumbildung  ganzlich  vorgebeugt  werden  muss,  giesst  man  das  Ganzc  in 
eine  sterilisierte  Glasdose  mit  gut  geebnetem,  aussen  poliertem  Boden  und  liisst  er- 
starren.  Die  dabei  erhaltene  Schicht  muss  vollstandig  durchsichtig  sein  oder,  ini 
Falie  lösliche  Stjirke  hinzugesetzt  war,  welche  sich  beim  Abkiihlen  in  fcinen  Triipfchen 
abscheidet,  nur  eine  schwache  Triibung  zeigen.  Die  Mikroorganismen  diirfen  nicht  in 
solcher  Menge  vorkommen,  dass  sie  schon  vor  dem  Eintritte  des  Wachstums  sicht- 
bar  sind. 

Aus  dem  Angeführten  geht  hervor,  dass  die  Hefe  mit  der  dar<"^'-:-.lvrnen  \ah- 
rung  überhaupt  nicht  wachsen  kanr,  d^mi  die  Kolilenstoft'quelle  ist  in  einem  nicht 
lür  Assimilation  geeigneten  Znstande  gegenwartig.  Wenn  also  durch  irgend  eine 
Ursache  die  Maltose,  das  Dextrin  oder  liie  Stiirke  in  Cihikose  idiergehen,  so  wird  so- 
fort  Wachstum  eintreten  und  die  bisher  durchsichtige  Gelatineplatte  wird  triibe  und 
undurchsichtig  werden  infolge  der  Kolonieenbildung  aus  den  vereiiizelten  Keimen.  Es 
ist  nun  die  Aufgabe,  diese  Triibung  lokal  herbeizuführen  durch  das  Auflegen  von 
Glukasepraparaten  oder  von  glukasehaltigen  Substanzen,  welche  die  l'mwandhmg  dor 
Maltose,  des  Dextrins  oder  der  Starke  in  Glukose  bewirken,  wodurch  auf  dem  durcli- 
sichtigen  Boden  trübe  Kelder,  »Auxanogramme«,  der  betreffenden  Hefen  zum  \'or- 
scheine  kommen.  Es  ist  von  liesonderer  W'ichtigkeit,  hierbci  folgendes  wohl  zu  be- 
achten: 

Die  Glukase  ist,  ganz  im  Gegensatze  zu  der  Malzdiastase,  cin  Enzym,  welches 
nur  sehr  schwierig  löslich  und  ausserst  w'enig  dift'usionsfiihig  ist.  Experimentiert  man 
mit  Maltose,  so  dirfundiert  dieser  Ktirper  nacli  den  auf  der  ( )l)erll;iche  der  Gelatine- 
platte liegenden  glukasehaltigen  Teilchen  und  kehrt  von  dort  als  (ilukose  zurück,  um 
in  der  niichsten  l'mgebung  durch  die  Hefezellen  assimiliert  zu  werden  und  zu  deren 
Ausbildung  zu  Kolonieen  X'eranlassung  zu  geben.  lede  dieser  Kolonicen  liildet  dann 
aber  ein  starkes  Attraktioncentrum  für  weiter  erzeugte  Glukose,  so  dass  die  entstehen- 
den  Anxanogramme  die  Neigung  besitzen,  sich  aus  vereinzelten  Kolonieengruppen 
zusammenzusetzen,  welche  sich  um  die  Teilchen  des  auf  der  Platte  liegenden  glukas?- 
haltigen  Priijjarales  als  Centrum  gruppieren.  Ganz  anders  also  wie  bei  der  Malz- 
diastase, welche  als  leicht  liislicher  Körper  an  sich  cin  ausgedehnles  niffusionsfehl 
erzeugt  und,  im  l-'alle  darin  Wachstum  von  MikroorganismeTi  stattfindel  '),  cin  wenig- 
stens  ebenso  weit  ausgedehntes  .Auxanogramm  von  gleichmiissiger  Triibung  hervor- 
ruft.  I'indef  die  \ersuchsanstellung  mit  loslicher  Starke  statt.  so  ist  das  Kolonieen- 
wachstum  um  die  Glukaseteilchen  noch  beschr.ïnkter,  weil  die  Stiirke  noch  wenigcr 
diffusionsfiihig  ist  wie  die  Glukase  selbst  und  deshalb  den  Enzymteilchen  nicht  wie  die 


')  Dieses  findel  z.  B  statt.  wenn  in  dem  bescliriihcnen  »St;iikrl)oden«  irucnd  eine 
echte  Maltosehcfe  (S.  cercvisiac,  S.  e  1 1  i  p  so  i  d  e  ii  s  ,  S.  m  i  n  o  r  etc.)  vorkonnnt.  niid 
die  Starke  lokal  durch  Malzdiastase  oder  Speiclul  etc.  in   Maltose  verwandelt   wird 
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Maltose  zustromen  kaïiii.  Bei  dieser  V'crsuchsaiistellung  ist  es  darum  ratsam,  das 
enzymhaltige  Praparat  sehr  fein  zu  pulverisieren  und  das  Pulver  auf  eineni  nicht  zu 
eng  begrenzten  Fleck  auf  die  Platte  zu  streuen.  Man  erreiclit  daiin  aucli  noch  den 
beiliiufigen  Vorteil,  dass  wenn  sich  einzelne  Bakterien  in  dein  Glukosepriiparat  vor- 
finden  soUten'),  diese  so  weit  aus  einander  gestreut  zur  Entwicklung  gelangen,  dass 
das  Versuchsergebnis  dadurch  nicht  getrübt  wird. 

Bei  der  Verwendung  von  S  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s  a  p  i  c  u  1  a  t  u  s  bleiben  die 
Auxanograinme  etwas  durchsichtiger,  wie  wenn  diese  aus  S.  f  r  a  g  r  a  n  s,  S.  M  y  c  d- 
d  e  r  ni  a  ,  S.  K  e  f  y  r  oder  S.  T  y  r  o  c  o  1  a  entstehen.  Ain  augenfiilligsten  werden  die- 
selben bei  der  \'erwen(iung  des  Kahnipilzes,  welcher  auch  durch  sein  schnelles  und 
leichtes  Wachstuin  ausgezeichnet  ist.  Auch  ist  letzterer  Pilz  in  nianchen  anderen  Hin- 
sichten  fiir  die  Untersuchung  auf  Glukose  sehr  geeignet,  wenn  man  sich  nur  bewusst 
bleibt,  dass,  wie  oben  angegeben,  dabei  durch  die  Gegenwart  gewisser  nicht  genau 
bekannter  stickstofïhaltiger  Körper,  welche  die  Maltose  assimilationsfahig  niachen, 
eine  Fehlerquelle  möglich  ist,  welche  fiir  S  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s  f  r  a  g  r  a  n  s  ,  S. 
a  p  i  c  u  1  a  t  u  s  u.  s.  w.  nicht  existiert.  Hat  man  sich  jedoch  einmal  genau  angesehen, 
wie  der  Kahmpilz  sich  Glukose  gegeniiber  bei  der  Auxanogrammbildung  verhalt,  so 
wird  man  auch  mit  diesem  Organismus  nicht  leicht  irregeführt  werden.  Ueberdies 
■wurde  schon  hervorgehoben,  dass  die  eigentümlichen  Körper,  welche,  ohne  Glukase 
zu  sein,  die  Maltose  assimilationsfiihig  machen,  erst  bei  dem  Maischprozess  aus  Ge- 
treide  entstehen,  dagegen  nicht  in  frischem  Getreide  und  den  übrigeii  mir  bekamit 
gewordenen  Samen  vorkommen.  Und  da  diese  Körper  nun  noch  überdies  gekocht 
werden  kunnen,  ohne  ihr  spezifisches  Vermogen  einzubüssen,  wahrend  Glukase  schon 
bei  70"  C  vernichtet  wird  2),  ^o  kanii  man,  bei  einiger  Vorsicht,  den  so  leicht  zu  er- 
haltenden  und  zu  handhabenden  Kahmpilz  mit  vollstandiger  Sicherheit  für  den  Nach- 
weis  von  Glukase  verwenden. 


Kapitel   II. 

Die  verschiedenen  Am} iasearten. 

In  seinem  bcruhniten  Buchc  uber  das  Hier  sagt  G.  J.  .\1  u  1  d  e  r  ■' ),  dass  es  viel- 
leicht  25  verschiedene  Amylasearten  gielit.  Wenn  .Mulder  fiir  diese  Ansicht  auch 
keine  genügende  Begründung  giebt,  so  lasst  sich  nicht  verkennen,  dass  er  mit  den 
spüteren  Erfahrungen  in  guter  Uebereinstimniung  ist.  Denn  sobald  man  die  Amylasen 
verschiedener  Herkunft  genau  studiert  in  Bezug  auf  ihre  Produkte  bei  der 
Starkezersetzung,  ferner  in  Bezug  auf  die  Beeinflussung  dieses  Vorganges  durch 
Temperatur,  Siiuren  und  Alkaliën,  schliesslich  auf  ihre  Dififusionsgeschwindigkeit,  so 
fiiulet  man  eine  überraschende  \ielseitigkeit,  welche  nur  aus  der  Existenz  mehrerer 
Amylasearten  erklart  werden  kann. 


')  Meine  aus  ungekcimten  Maiskoriiern  dargestellten  Glukasepraparatc  Kcbcn  aiif 
den  Maltose-Gelatineplatten   überhaupt  keine  Kolonieen  von  Mikrobien. 

')  Aus  Hefe  lasst  sich  eine  Glukaseart  abschciden.  welche  schon  bei  550  C  vernichtet 
wird,  und  welche  ich  Zymoglukase  ncnnen  will. 

')    Het   bier   ^clu-ikundiK   beschouwd.    Rotterdam    1857.   pa^    177. 
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Wie  jjesagt,  war  M  u  1  d  e  r's  Ansicht  jedoch  nicht  niehr  wie  eine  Ahnung  des 
Thatbestandes,  und  vvir  mussen  mis  bei  jenen  gedukiigen  Beobachtern  des  amyUi- 
lytischen  Prozesses,  Dubrunfaut  und  Cuisinier  im  lahre  1881  umsehen,  um 
die  ersten  positiven  Angaben  liber  das  \'orkummen  zweier  Enzyme  im  Gerstenmalze 
zu  finden  1).  Auch  bei  diesen  Forschern  ist  die  Frage  jedoch  noch  vollstandig  in  ein, 
sozusagen  industrielles  Gewand  gekleidet  und  erst  W  y  s  m  a  n  (1.  c.)  ist  es  gelungen, 
die  »Zweienzymtheorie«  der  Malzamylase  zu  einer  feststehenden  und  für  jederniann 
leicht  zuganglichen  Thatsache  zu  erheben,  wenn  auch  seine  Erkiarinigsweise  der  Be- 
obachtungsresultate  einer  Abiinderung  bediirftig  ist. 

Meine,  in  Bezug  der  naheren  Interpretation  der  Zweienzymtheorie  der  Gersten- 
malzdiastase  durch  fortgesetzte  Untersuchungen  erhaltene,  und  von  W  y  s  m  a  n's  Auf- 
fassung  etv\-as  abweichende  Ansicht  mag  hier  kurz  erwahnt  werden,  weil  ich  dadurch 
genötigt  war,  für  das  zweite  Enzym  des  Malzes  nicht  das  von  W  y  s  m  a  n  ,  nach 
C  u  i  s  i  n  i  e  r's  Yorgange  gewahite  Wort  »Dextrinase«  zu  verwenden,  sondern  dafür 
den   Namen  »Granulase«  einzuführen. 

Nach  W  y  s  m  a  n's  Autïassung  besteht  die  Gerstenmalzamylase  aus  zwei  En- 
zymen, Maltase,  welche  aus  Starke  Maltose  und  Erythrodextrin  -)  erzeugt,  und  Dex- 
trinase,  welche  aus  Starkegranulose  nur  MaUodextrin  proihizieren  solhe.  Nun  finde 
ich,  dass  Wysman's  Ansicht  bezüglich  der  Maltase  ohne  Bedenken  richtig  ist,  allein, 
dass  die  Déxtrinase,  welche  er  durch  Erhitzen  von  Malzamylase  wjihrend  10  Minuten 
auf  78"  C  erhielt,  ein  Kunstprodukt  ist,  welches  in  dem  lebendem  Maize  nicht  vor- 
kommt.  Die  Sache  verhalt  sich  wie  folgt.  W  y  s  m  a  n  glaubte  gefunden  zu  haben, 
dass  im  keimenden  Malze  aus  dem  Scutellum  des  Keimlings  Déxtrinase  und  Maltase 
in  das  Endosperm  hinein  diffundieren.  Das  ist  aber  nicht  richtig,  aus  dem  Scutellum 
strömt  (abgesehen  von  einer  Spur  Glukase),  eben  wie  aus  den  Keimlingen  anderer 
Mono-  und  Dikotylen  mit  mehligem  Endosperm,  Granulase,  d.  h.  ein  Körper,  welcher 
aus  Granulose  neben  Achroodextrin  auch  Maltose  erzeugt.  Wird  nun  das  Gemisch 
von  Maltase  und  Granulase,  wie  es  sich  im  Malz  vorfindet,  oberhalb  70"  C  erhitzt,  so 
stirbt  die  Maltase  ganz  ab,  da  diese  Körper  schon  bei  55"  C  durch  die  Temperatur  ge- 
schadigt  wird,  und  ferner  unterliegt  die  Granulase  einer  chemischen  l'mwandlung, 
welche  darin  besteht,  dass  dessen  Vermogen,  aus  Granulose  Maltose  zu  bilden,  stark 
beeintrachtigt  wird,  wahrend  die  Eigenschaft  der  Dextrinproduktion  nicht  verandert 
wird.  Es  ist  nun  allerdings  bemerkenswert,  dass  man  aus  anderen  Amylasearten,  wie 
Ptyalin,  Maismalzdiastase,  Buchweizendiastase  etc.  durch  Erhitzen  nur  eine  viel 
weniger  ausgesprochene  »Dextrinase«  erhalten  kann,  d.  h.  darin  durch  Erhitzen  das 
Vermogen  der  Maltoseerzeugung  viel  weniger  voUkonimen  vernichtet.  das  beweist 
aber  nur,  dass  die  Gerstenmalzgranulase  chemisch  verschieden  ist  von  der  Maismalz- 
granulase  etc,  beweist  jedoch  nichts  für  deren  Zusammenstellung  als  Gemisch  von 
Maltase  und  Déxtrinase. 


')  Dubrunfaut,  Mémoirc  sur  la  saccliarification  des  fccules.  Paris  1882.  p,  140. 
Cuisinier  in  Sc  h  ei  bier 's  ncuc  Zcitschr.  f.  Rübenzuckcrindustric.  Bd.  XVT.  1886.  p.  30. 

-)   Wysman's  »Erythrosranulose«   ist  idcntisch  mit  Erythrodextrin. 

')  Nach  der  hier  befolgtcn  Nomenklatur  ist  also  Gerstcnmalzdiastasc  =  Maltase 
-j-  Granulase,  Maismalzdiastase  =  Glukase  -|-  Granulase,  Buchweizendiastase  ebenso 
=.  Glukase  -\-  Granulase.  Hicrbci  sind  aber  die  Gkikascn  untcr  sich  ebenso  wcnig  völlis 
idcntisch   wie  die  Granulasen. 
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Mit  Wy  sman's  Entdeckting  fier  Maltase  als  ein  gut  zu  charakterisiereniles  lin- 
zym  (les  Gerstenmalzes,  neben  der  dranulase  desselben,  war  iinsere  Kenntnis  des  Ge- 
haltes an  Amylasen  ini  Getreide  im  alljjemeinen  jedoch  noch  nicht  ziini  Abschlusse  ge- 
bracht. Denn  erstens  fand  nh,  wie  eben  gesagt,  dass  die  (Iranulase  des  Maismalzes 
verschieden  ist  voii  der  Gramilase  (und  natürlich  auch  voii  der  Maltase)  des  Gersten- 
malzes, des  Weizens  und  des  Roggens,  und  zweitens  zeigte  Geduld,  nach  den  vor- 
liiufigen  Angaben  C  u  i  s  i  n  i  e  r's,  wie  wir  weiter  sehen  werden,  dass  sioh  im  unge- 
keimten  Mais  ein  besonderes  Enzym  vorfindet.  die  Glukase,  deren  Ihuipteigenschaft 
ist,  die  Maltose  in  GUikose  zu  verwandeln. 

Die  Hypothese,  welche  sich  bei  Verfiiissigungsversuchen  vim  Stiirkekleister  mit 
Malz  unwillkürlich  aufdrangt,  namlich  dass  die  Ueberführung  des  unlöslichen  Klei- 
sters  in  losbare  Granulose  auf  ein  besonderes,  nur  verflüssigend  wirkendes  und  lös- 
liche  Starke  erzeugendes  Enzym  beruhen  könne,  hat  sich  bei  genauer  Prüfung  nicht 
als  berechtigt  ergeben,  denn  es  lasst  sich  erweisen,  dass  diese  Verflüssigung  eine 
Funktion  der  Granulase  ist,  und  in  sehr  geringem  Grade  auch  der  Maltase  und  Glu- 
kase zukommt  ').  Es  dürfte  deshalb  erscheinen,  dass  andere  starkezerlegende  Enzvme, 
wie  die  hier  angeführten,  imGetreidc  sowie  bei  den  Gramineen  überhaupt  nicht  \orkom- 
men.  Sicher  ist  dieses  allerdings  nicht,  denn  das  \'erhalten  cies  Hafers  deutet  durch 
eigentümliche  Erscheinungen  auf  ein  besonderes,  der  Granulase  der  Gerste  zvvar  nahe- 
stehendes,  davon  jedoch  vielfach  abweichendes  Enzym.  Uebrigens  ist  es  auch  noch 
zweifelhaft,  ob  die  Glukase  als  e  i  n  cliemischer  Kiirper  aufgefasst  werden  niuss,  wahr- 
scheinlich  existieren  davon  mehrere  Modifikationen,  welche  selbst  in  einem  und  dem- 
selben  Korne,  wie  Mais,  Sorgho  oder  Buchweizen  vorkommen  dürften.  Sehen  wir 
vorliiufig  aber  von  diesen  kleineren  X'erschiedenheiten  ab  und  versuchen  wir  die  vor- 
geführten  drei  Hauptarten  der  natürlichen  Amylasen  übersichtlich  zusammenzustellen. 

Es  ergiebt  sich,  dass  eine  solche  Zusammenstellung  zu  erhalten  ist,  wenn  man  die 
Erzeugungsprodukte,  welche  jede  Amylaseart  aus  verkleisterter  Starkegranulose  so- 
wie aus  den  Abbauprodukten  der  letzteren  erzeugt.  dabei  als  Basis  der  Einteilung  an- 
nimmt.  Diese  Produkte  sind  vier  in  Zahl,  n.-indich  Erythrodextrin,  Maltodextrin  oder 
Isomaltose,  Maltose  und  Glukose. 

Da  hierbei  zuniichst  keine  Rücksicht  genonimen  wird  auf  die  iibrigen  sich  nicht 
mit  Jod  farbenden  Amylasedextrinen,  welche  mit  dem  .Maltodextrin  zur  (iruppe  der 
.^chroode.xtrinen  gebracht  werden  können,  ist  es  notwendig,  zu  erörtern,  welche  Stel- 
lungich  bezüglich  derDextrinfrage  überhaupt  einzunehmen  wünsche.  Nach  zahireichen 
Versuchen  habe  ich  gefunden,  dass  die  Erscheinungen  der  Dextrinbildungen  aus  ver- 
kleisterter Starke  durch  .Ani\  lase  -)  sich  am  besten  folgenderweise  zum  .Ausdruck 
bringen  lassen. 

Es  giebt  drei  De.xtringattungen,  niimlich  das  Erythrode.xtrin,  das  Maltodextrin 
oder  die  Isomaltose  und  das  Leukodextrin.  Ersteres  f.ïrbt  sich  mit  Jod  violett-rot, 
die  beiden  letzteren  bleiben  damit  farblos  und  können  darum  Achroo- 
dextrine  genannt  werden.    Maltodextrin  oder   Isomaltose  ist  ein  einhcitlicher  Körper, 


')  Gekochter  Starkckleistcr  ist  durchaus  kcmc  Loshhk.  sondcni  bcstcht  nur  aus 
den  stark  gcquollenen  und  hyalin  Rcwordcnen.  jedoch  Iciclit  sichtbarcn  Starkekörncrn, 
was  man  direkt  bemerkt,  wenn  man  eine  Spur  Kartoffelstjirkc  in  oincm  Reagcntien- 
röhrchen  in  viel  Wasser  aufkocht.  Durch  Jod  wird  die  Erscheinung  dann  noch  deutlicher. 

')    Ucber   die   .Saurcdcxtrine  kann   ich   kcin   bcstimmtcs   Urtcil   abgcben. 
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welcher  "   '.    gewii.se  Amylase&rteo  in  Maltose    übergeführt  werden  kann. 

7'-   --■■       ,  r.   Eryxhrodextrin.  welches   dabei   aber   zuvor   in   Achroodextrin 

xtrin    ist  dageen   ein  KoUekü\Tiaine    von  folgender  Bedeuning.    Wenn 

m?"   i.--      erkleisiertc    ~-    -'       ?.Ialzamylase  wahrend  knrzer   Zeit  einwirken  lasst,   so 

tndei   znnachst  ei:  r  -t   ^'cr:?üs5^gung  statt  nnd  die  Lösung  wird  mit  Jod 

tiefblao.  Lasst  n:^  iange  einwirken,  bis  die  Lösung  sich  mit  Jod 

-       -    ■  .  prazipiueri  -^  "  r.icht  allznstarkem  Ali-;  r'.  Alkohol 

;•-"'-.  ■    '~^~=:h  von  Körj>c.-;-    .    ;,  ücm  gelost 

;in  Gemisck,  welches  ich  Leoko- 
dex:-  -        ■   ■  ^         j;es  Prazipitat  ausfalh.   Erst  bei  viel 

-■^  i^itmri::.:.    iü    .-  \-.   das    Maltodextrin    als    sympartige 

:    ,    .:;.  we:-r  .;-   an    -.  ). 

Dieses  .  -  nir  die  Einwirbnng  der  Amylase,  wenn  diese  nur 

lange  genug  loruianen,  _    _      .  .:esslich  anch  vollstandig   in 

Me'"         ..v-.^o.,_      \-_  -     ;^-    \^-'     -extrins   in   Ge- 

lat. :-er  Molekular- 

grösse.  -  T      _-  :eren   überfaanpt   nicht,   was 

-  _  ~      iierten  stinunen  in  Be- 

.       ,   .  .       ^_  :  -   rzu  überein.  und  dürften 

au:  '  .: rosse  da'  _        '  -e;n. 

Die  Lenkodextrine    eniSTr  -:h  Amyioiyse    sowohl    aus  Starkekleister  wie 

aus  löslicher  Starke,  nnd  ---  ,-     '--' ,-  -  -^   ~---:]'5e.  Er>-throdextrin 

nnd  Maltodextrin  schein:  _         . 

Mit  Lintner's  nenester  Uniersuchnng,  worin  die  At  r    ier  Starke 

als  Oss  -tre    Aufiassung    z'-  _u:   im   Einklang -). 

L  i  n  l  r-  -  :  ..-.    -:  .._-...  .-.^-i:jxig  gehalten  mit  ___„  -  e:-:en  prinzipiellen 

Fortichriiie  tmserer  Kenntnis  der  diastasischen  Prozesse,  n^:  :   Wysman's 

Er-  -  :ase. 

r.^    .ar:  merkt  wrr  '  '      'i  =  ?  nnsere  Betrachtung  ■'-—    '•:-  Lenkodextrine 

mit  der  rr-  ,         t-   Ars:  ar!   Xageli,  nach  ias  Starkekom 

aus  ei:  -         ^  Starkecellulose  aufgebant   ist*).   gnt 

übereinstiskizkt.     Z^    kCniucn    üiii;li.:h    .ias      -       '  -  extrin  nnd  die 

Maltose  nngezwnnger   i-'  V  '  r  e  '  ■"=   =:---      ._;_.     ..    ,..   ___      __:::rine    dageen 
anf  seine  StarkeceL  _  '.    Xach  dieser  \'orstellung  moss   in 

einer  Starkelösnng,  soiort  nach  der  X'ernüssig--    .        -   ~    Malz,  ein  aus  der  Starke- 
"  -'   -i  hervorr  "  "^  "  >toff  gegenwartig  sein,  .%r.^..c.-  durch  Jod  nicht  gefarbt  wird 
ir:s  =  e  r- .  resistenter  ist,  wie  d*e  StSrkesTarr'Lilose,  was  gut  stinunt  mit 

dr  -  Praxis.  Dass  gewisse  -e  imstande  sind,  die  ur- 

c- -  -  -  -  ~'  ;rj  Starkee-  umra- 

Wi..- -  .  -"-    ■    "" 

Um  mit  meinen  \'er-  h  vcm  die- 

ser Ansicht  in5c<wei:  "  ^enjenigen 


'>  Mit  starkerem  Alkohol  pracipiticrt  schliesslich  auch  Maltose. 

*)   v  -     der  Denischen  chem.  Gesellsch.  Bd.  XXVI.  1893-  P-  2533. 

*)  vekörner.  p.  183  Ét.  Zürich   1858- 
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Teil  einer  Starkelösung  verstehe.  welcher  durch  Malzdiasta-se  m  kurzer  Zeit  glau  in 
Erythrodextrin,  Maltodextrin  und  Maltose  übergeführt  wird.  Die  Leukodextrinen 
sind  für  die  Charakteristik  der  Amylasen  vorlaufig  ungeeignet.  wesbalb  ich  dabei  nicht 
langer  verweilen  will. 

Stellen  wir  nun  die  Amylasegattungen  nach  dem  Gei;^..-;^_...-.;e  der  dadnrch  aus 
Starkegranulose  erzeugten  Produkte  tabellarisch  zusammen,  so  erhalten  wir  folgende 
Uebersicht: 

A. 


Amv;a~e2;attur.ce- 

V-v.ini 

-n;sr-;iuk:e    i-- 

^":i".<r.;rti 

--::^i 

::." 

.-.zr    izXiT-. 

'.'     -         -  -- 

^      -:    ^i 

i-   ij:uüa?c 

— 

— : 

— : 

— 

II.  Maltase 

-r 

— 

— 

— 

III.  Granulase 

— 

^'^-            i 

— 

— 

In  Bezug    auf    den    in    dieser    und  den  folgender   T,  ^ebranchten   Namen 

Granulase  will  ich  noch  Folgendes  bemerken:   Wie  r.  Vorhergehenden  ange- 

geben,  verstehe  ich  unter  Granulase  eine  Reihe  voc  Amy.asearten,  welche  zur  Zeit 
nur  schwierig  von  einander  zu  unterscheiden  sind,  obschon  dieselben  durchaus  nicht 
identisch  sind.    Die  Hauptarten  davon,  welche  ich  untersucht  habe,  sind: 

a)   Ptyalin  Und  Pankreasgranulase,  welche   unter   sich   v  tisch  sind  und 

als  »Alkaligranulasen«  den  folgenden  als  >Sauregra:   :     -   •  Arten 

gegenübergestellt  werden  können  ^). 

b  I  Die  Gersten-,  Weizen-  und  Roggenkeimlinggranulase.  welche  sich  auch  in  der 
Eiweissschicht  des  Endosperms  dieser  Körper  vorfindei     ■  e  Malzdiastase 

^  Maltasc  -^  Z^iaIzg^anlJase  ist~). 

c)  Buchweizengranulase,  wohl  identisch  mit  der  £';.■..:_  .;:-^:_;.u^lase  im  allge- 
meinen,  wie  in  keimenden  Kartotieln.  in  den  Samenlappea  der  meisten  starkeführenden 
Dikotylenkeimlinge,  der  Silenenirüchte  u.  s.  w. 

d)  Graniilobactergranulase  Tbei  Granulobacterbutylicum  und  G.  s  a  c- 
charobutylicu  m). 

e)  Maismalzgranulase. 

Die  Maltase  in  dem  hier  gebrauchten  Sinne  findet  sich.  ausser  im  Endosperm  von 
Weizen,  Gerste  rnid  Roggen  und  vielen  anderen  Gramineen,  neben  Granulase  a.- 
den  verschiedensten  Teilen    von    V  i  c  i  a  F  a  b  a  und    P  i  s  u  m    s  a  t  i  v  u  m  .    ::.  _.;. 
Fruchtknotenwandungen  von  Phaseolus  und  C  y  t  i  s  u  s  .  in  den  Blattstielen  von 
R  o  b  i  n  i  a  ,  in  den  Knollen  von  Sagittaria  sagittaefolia  und  anderswo. 

Aber  kehren  wir  nach  dieser  Ti  'rong  zu  unserer  Haupteinteilung  der  .Amy- 
lasen zurück. 

Stellen  wir  auf  eine  ahnliche  Weise,  wie  in  Tabeile  I  die  L  mwandlungsprodukte 
aus  Granulose  dargestellt  worden  sind,  die  weiteren  Abbaustufen  iener  Produkte  zu- 
sammen. namlich  resp.  von  Erythrodextrin  CTab.  B"t,  von  Maltodextrin  ('Tab.  O  imd 
von  Maltose  (Tab.  D"».  so  bekommen  wir  die  nachfolgenden  Daten: 


')  Speichel-  und  Pankreasdiastase  enthalten  neben  Granulase  Spuren  von  Gi-.ikase. 
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Amylasegattiingen 

UmwandlunRsprodukte  aus  Erythrodcxtrin 

Maltodextrin 

Maltese 

Ghikosf 

I.  Glukase 

II.  Maltase 

III.  Granulase 

4- 

+ 

c. 

D. 

.•\mylasesattungen 

Um vvandlungsprddvikte   aiis 
Maltodextrin 

Umwandlungs- 

produkte 

aus  Maltdse 

Maltuse         t         Ghikose 

( iliikfise 

1     Glukase 

11    Maltase 

III.  (Iranulase 

+ 
+ 

+ 

+ 

lil  allen  diesen  Tabellen  bedeutet  das  Zeichen  +,  dass  rler  betreffende  Körper 
wohl  entsteht,  das  Zeichen  — ,  dass  dieses  nicht  der  Fall  ist.  Der  Buchstabe  c',  dass 
der  betreffende  Körper  vorüberf^ehend  entsteht,  um  daiin  weiter  zersetzt  zu  werden. 
Wir  sehen  also,  dass  Glukase  aus  Starkekleister  vorübergehend  Maltodextrin,  bleibend 
Glukose,  aber  kein  Erythrodextrin  und  keine  Maltese  erzeugt  (Tab.  A):  ferner  dass 
Glukase  aus  Erythrode.xtrin  vorübergehend  Maltodextrin  und  Maltose,  bleibend  Glu- 
kose erzeugt  (Tab.  B)  ;  dann  dass  Glukase  aus  Maltode.xtrin  vorübergehend  Maltose 
und  daraus  Glukose  erzeugt  (Tab.  C),  und  endlich,  dass  Glukase  Maltose  in  Glukose 
verwandelt  (Tab.  D).  Für  die  anderen  Enzynie  lassen  sich  die  Uniwandlungsprodukte 
auf  dieselbe  Weise  aus  den  Tabellen  ablesen. 

Lm  alle  Zvveideutigkeit  zu  entfernen,  muss  ich  nun  noch  einmal  auf  die  Leuko- 
dextrine  zurückkommen.  Wie  diese  sich  in  Bezug  auf  die  hier  genannten  Enzyme  ver- 
halten, ist  vorlaufig  unbekannt.  Wichtig  ist  es  aber,  zu  bemerken,  dass  auch  diese 
Körper  unter  Umstanden  vöUig  in  Zucker  übergehen  konnen.  Es  ist  sicher,  dass 
dieses  bei  sehr  schwach  alkalischer  oder  neutraler  Reaktion  durch  Ptyalin  oder  Pan- 
kreasdiastase  geschehen  kann,  wobei  hauptsiichlich  Maltnse,  nur  spurenweise  Glukose 
entsteht,  und  ferner,  dass  dieselben  bei  neutraler  oder  sehr  schwach  saurer  Reaktion 
durch  Glukase  schliesslich  in  Glukose  umgewandelt  werden.  Vieles  deutet  auch  darauf 
hin,  dass  sie  auch  von  Maltase  und  Granulase  angegriffen  werden,  wodurch  sie  sich 
als  noch  labilcre  Körper  ergeben,  wie  z.  B.  das  Erythrodextrin.  welches  unter  den  g  e- 
wöhnlichen  \ersuchsbedingungen  nicht  von  .Maltase  angegriffen  wird ')•  Das 
Eigentümlichc  bei  den  Umwandlungen  des  Leukodextrins  scheint  besonders  in  der 
Langsamkeit  zu  hestchen,  womit  dieser  Prozess  verlauft,  verglichen  niit  der  sclmellen 
Umwandlung,  welche  die  Granulose  durch  die  Amylasen  erf.ïhrt.  Ich  branche  wohl 
nicht  zu  sagen,  dass  in  den  Leukodextrinen  die  Hauptursachen  gesucht  werden  mussen 
bezüglich  der  l'nsicherheit,  welche  so  vielen  l'ntersuchungen  über  die  Amylolyse  an- 
klebt,  und  dass  es  eine  wichtige  .'\ufgabe  für  die  physiologische  Chemie  ist,  eben  auf 


')   Unter  noch  nicht  naher  erforschten  l'mstandcn  vermag  .Maltase  Erytlirodcxtrin 
weiter  abzubauen. 
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diese  Körper  neues  Licht  zu  werfen.  Ob  aucli  sehr  langsame  Unnvaiidlunsen  in  an- 
derem  Sinne,  wie  in  den  Tabellen  verzeichnet,  durch  die  dort  angefiiiirten  Amylasen 
stattfinden,  ohne  dass  die  Leukodextrinen  dabei  im  Spiele  sind,  weiss  ich  nicht  sicher, 
doch  halte  ich  es  für  wahrscheinlich.  Der  für  diese  verschiedenen  Prozesse  gebrauchte 
Zeitaufwand  ist  aber  sicher  so  ganzlich  verschieden  von  den  für  die  Hauptumsetzun- 
gen  benutzten,  dass  die  in  den  Tabellen  gegebenen  Zeichen  ihre  volle  Berechtigung 
haben  und  jedenfalls  für  die  nieisten  Laboratorimnversuche  das  Schema  der  Umwand- 
lung  gut  angeben.  Ich  habe  daruin  auch  auf  diesen  Seiten,  wo  ich  über  die  Gluka^e 
spreche,  von  diesen  sozusagen  sakularen  \'organgen  abgesehen.  Ich  bin  niir  wohl  be- 
wusst,  dass  eine  der  nierkwürdigsten  Seiten  der  Enzymwirkungen  dadurch  ausser  Be- 
trachtung  bleibt,  doch  ersclieint  eine  solche  Behandlungsweise  auf  diesem  noch  so 
wenig  aufgeklarten  Arbeitsfelde  durchaus  notwendig. 

Am  Schlusse  dieses  Kapitels  muss  ich  noch  besonders  betonen,  obschon  das  vor- 
gehend  schon  erörtcrt  wurde,  dass  die  Aniyla.searten  an  ihren  naturlichen  Entstehungs- 
orten  gewöhnlich  nicht  rein  auftreten,  sondern  gemischt  niit  anderen  Aniylasearten, 
und  dass  die  Trennung  derselben  durch  die  gewohnlichen  chemischen  Hilfsmittel  nur 
unvollkommen  möglich  ist.  So  findet  sich  im  Speichel  neben  dem  Ptvalin  ein  wenig 
Glukase ;  —  dasselbe  gilt  bezüglich  der  Pankreasflüssigkeit ;  —  im  Endosperm  der  un- 
gekeimten  Gerste  findet  sich  viel  Maltase  mit  ganz  geringen  Spuren  Glukase  und 
etwas  Granulase:  —  im  Gerstenmalze  ein  quantitativ  veranderliches  Gemisch  von 
Granula.-!e,  Maltase  und  Glukase,  letzteren  Körper  jedoch  nur  in  ausserst  geringer 
Menge;  —  in  den  \'egetationsorganen  von  \'  i  c  i  a  F  a  b  a  und  anderen  Papilionaceen, 
ein  Gemisch  von  Granulase  und  Maltase: — ebenso  in  den  Knollen  von  Sagittaria 
sagittaefolia;  —  in  den  keimenden  Samen  von  Mirabilis  jalapa,  von 
Buchweizen,  sowie  im  Maismalze  ein  Gemisch  von  Glukase  und  Granulase.  Es  ist 
deutlich,  dass  diese  Mischungsverhaltnisse  die  amylolytischen  Prozesse  ausserordent- 
lich  verwickeln  und  die  Beurteilung  der  sehr  langsamen  Umsetzungen  ganz  besonders 
erschweren.  Die  Difïusionsmethode  ist  gut  geeignet,  viele  der  subtilsten  Fragen  in 
dieser  Beziehung  einfach  und  klar  zu  beantworten  oder,  in  anderen  Fallen.  zu  einer 
nützlichen  Hypothese  oder  zu  richtiger  Fragstellung  N'eranlassung  zu  gehen. 

Ich  wünsche  nun  diese  allgemeine  Besprechung  abzubrechen,  niclit  aus  Mangel 
an  Untersuchungsergebnissen,  sondern  weil  für  unseren  eigentlichen  (iegenstand  dar- 
über  genug  gesagt  ward,  und  ich  will  nun  zur  Darstellung  der  bei  der  Glukase  erhal- 
tenen  Resultate  übergehen. 


Kapitel   III. 

Die   (jlukase. 

I .   E  n  t  d  e  c  k  u  n  g  der  Glukase  durch   C  u  i  >  i  n  i  c  r. 

Im  lahre  1885  hat  L  é  o  n  Cuisinier  sich  ein  Verfahren  patentieren  lassen 
zur  Darstellung  von  »Cerealose«,  das  ist  ein  an  Glukose  sehr  reiches  Praparat  aus 
Getreidemehl  vermittelst  eines  neuen  Enzynis,  welches  er  Glukase  genannt  hat.  Zu 
diesem  Zweckewird  da^  Mehl  nach  bekannten  Methoden  durch  Diastase  saccharihziert. 
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daraus  wird  ein  Maltosesyrup  bereitet  und  dieser  der  Wirkung  der  Cdukase  anheim- 
frestellt,  wodiirch  die  Maltose  sich  in  Glukdse  verwandelt.  Er  verwende!  dazu  einen 
kallen  Auszug  von  eingeweichten,  ungekeimten,  gequetschten  Maiskörnern,  worin  sich 
das  neue  Enzym  vorfindet.    Er  heschrcibt  sein  Verfahren  wie  folgt'): 

»Das  Brevet  bezweckt  die  Darstellung  einer  zuckerartigen  Substanz,  die  Cerea- 
lose,  welche  mit  der  Rohglnkose  nahe  übereinstimmt.  Die  Cerealose  ist  das  Produkt 
der  Verzuckerung  des  Getreides  durch  die  Wirkiing  einer  neifen  Diastaseart,  die 
Glukase,  welche  der  Patentnehmer  entdeckt  bat  snwohl  in  eingeweichten  Getreide- 
körnern,  wie  in  deren  Einweichwiissern. 

Die  Glukase  wirkt  nicht  allein:  urn  St.ïrke  zu  verzuckern,  wird  die  Gegenwart 
von  etwas  Malz  gefordert,  dessen  verflüssigende  Wirkung  der  ausschliesslich  ver- 
zuckernden  Wirkung  der  Glukase  kompletiert  -). 

Man  verfahrt  jedoch  bei  der  Cerealosebereitung  derweise,  dass  der  Bildung  von 
Kleister  vorgebeugt  wird;  die  rohe  Starke  wird  höchstens  bis  nahe  an  die  Verkleiste- 
rungstemperatur  erhitzt  und  dann  der  Einwirkung  des  neuen  Enzyms  anheimgestellt. 
Immer  ist  die  Folge  davon,  dass  die  behandelten  Substanzen  liinger  maceriert  werden 
mussen,  jedoch  ist  diese  langere  Dauer  der  Einwirkung  unumganglich  zur  Sicherung 
des  Resultates. 

Wird  der  Mais  als  Beispiel  gewiihlt,  so  sind  die  Operationen  für  die  1'abrikation 
der  Cerealose  die  folgenden: 

1.  Einweichung  der  Körner  in  kalteni  Wasser  wahrend  zwei  ocler  drei  Tagen. 

2.  Zerquetschen  der  Körner  und  l?ehandlung  dieses  Mehles  mit  lauem  Wasser. 

3.  Schnelle  Erhitzung  der  Hüssigen  Masse  bis  auf  67"  C,  unter  Hinzufiigung  von 
im   Maximum   10  kg  Grünmalz  auf   lookg  trocken  verarbeiteten   Mais. 

4.  Schnelle  Abkühlung  auf  62  "  C,  aktiviert  durch  Hinzufiigung  des  kalten  Was- 
sers an  die  Maische,  womit  die  Körner  eingeweicht  sind. 

5.  Maceration  wahrend  108  Stunden  bei  62°  C. 

Die  Maische  soll  20  a  25  kg  Mais  pro  Hektoliter  Maischraum  enthalten  :  in  die- 
sem  Zustande  verandert  sich  die  Masse  bei  62°  C  nur  schwierig;  wünscht  man  sich 
aber  gegen  alle  schadlichen  Einfliisse,  z.  R.  wiihrend  der  warmen  Saison,  zu  sichern, 
so  wiirde  es  genügen,  die  Nfaische  mit  Chloroform  oder  mit  Chlormethyl,  nach  be- 
kannten  Verfahren  bereitet.  zu  vermischen. 

6.  Ausscheidung  der  Treber  in   Filterpressen. 

Man  wird  dabei  ein  sehr  leichtes  Filtrieren  bemerken;  dieses  erkliirt  sich  durch 
die  Abweseidieit  des  Kleisters  wahrend  der  verschiedenen  Phasen  der  Fabrikation. 

Die  Treber  enthalten  noch  Starke,  welche  daraus  extrahicrt  wird,  durch  Einw-ir- 
kung  von  Malz  auf  die  unter  Druck  gekoclite  Masse,  nach  den  gewöhnlichen  Prinzi- 
pien  der  l'abrikation  des  Maltosesyrups. 

7.  Konzentration  des  Saftes  auf  40"  H  a  u  in  e  umi  Krystallisatinn  durch  lünein- 
werfen  eines  Stückes  gewöhidicher  (ilukose.  Es  entsteht  dann  in  wenigen  Stunden 
ein   halbfester   Cerealosesvrup  mit   2S  Prciz.   Wasser   dicsc  angenehm   siisse    Masse   ist 


')  Brevet  No.  171  958,  pris  Ie  30  Octobre  1885  par  Ic  sicur  Lcon  Cuisinier  pour 
>Une  nouvelle  matière  sucrée  diastasiquc  la  Cerealose  et  poiir  sa  tabrication».  (La 
sucrerie  indigène  et  colonialc.  T.  XXVII.  2  Mars    1886.  p.  241.) 

')  Diese  Auffassung  Cuisinier"s  ist.  wie  schun  anncgibcii,  iiiclit  völlig  in  l'eber- 
einstimmung  mit  den  Thatsachcn. 


143 

beinahe  ausschlicsslich  garungsfiiliiger  Zucker.  Cerealosewiirzen  vergaren  vollstandig 
wegen  deren  Reichtum  an  Hefenalirung  und  sie  empfehlen  sich  durch  ihre  Zusammen- 
setzung,  um  den  Alkoholreichtuni  des  Bieres  und  anderer  alkoholischen  Flüssigkeiten 
zu  erhöhen.« 

Von  einem  sehr  reichen,  nach  diesem  Verfahren  dargestellten  Synip  wiirde  die 
Zusammensetzung  wie  folgt  gefunden: 

Wasser  .  .  .   i8,oo  Proz. 
Glukose  .  .  .  (10,15      '< 
Maltose .  .  .      1,40      „ 
Dextrin  etc.  20,45       » 

In  demselben  Journal,  worin  das  Patent  aufgenommen  ist,  giebt  Cuisinier 
die  folgende  nahere  Begriindung  seiner  Entdeckung '): 

»Die  so  oft  beschriebenen  Eigenschaften  der  Malzdiastase  geniigen  nicht  zur 
Erklarung  der  Starkeumsetzung  in  den  Pflanzen  und  besonders  in  den  Samen  ;  That- 
sache  ist,  dass,  wenn  man  den  löslichen  Teil  von  (jersten-  oder  Maismehi  analysiert, 
der  darin   vorkonmiende  Zucker  der  Hauptsache  nach  aus  Dextrose  besteht. 

Wie  soll  man  nun,  wenn  die  Bildung  dieses  Zuckers  der  Wirksamkeit  tier  Dia- 
stase  des  Kornes  zugeschrieben  wird,  die  Gegenwart  von  Glukose  erklaren,  aus  der 
wohlbekannten  Eigenschaft  dieser  Diastase  die  Starke  in  Maltose  und  Dextrin  umzu- 
wandeln?    Diese  Frage  haben  wir  uns  seit  langer  Zeit  gestellt. 

Entweder  muss  man  annehmen,  dass  die  Maltase  auf  nicht  verkleisterte  Starke 
anders  einwirkt  wie  auf  verkleisterte,  oder  dass  in  den  lebenden  Samen  noch  ein  be- 
sonderes  Enzym  vorkommt,  welches  imstande  ist,  Glukose  zu  erzeugen.  Die  Unter- 
suchungsresultate  haben  uns  von  der  Richtigkeit  der  letztgenannten  Ansicht  überzeugt. 

Wenn  man,  unter  Entternung  der  Ursachen  fiir  Veranrlerung  durch  organisierte 
Fermente,  gequetschtes  und  in  Wasser  verteiltes  Grünmalz  unterhalb  der  Verkleiste- 
rungstemperatur,  namlich  bei  40"  a  50"  C,  sich  selbst  überlasst,  so  wird  man  finden, 
dass  eine  allmahliche  Lösung  der  Starke  stattfindet,  und  dass,  wenn  die  Umsetzung 
vollstandig  ist,  bei  der  Analyse  in  der  Flüssigkeit  nur  Dextrose  gefunden  wird"). 

Bei  diesem  \'ersuche  ist  die  Verfliissigung  der  Starke  sehr  viel  langsamer.  als 
wenn  man  vorher  verkleistert,  und  dann  Malz  eiinvirken  lasst,  doch  ist  die  X'erzucke- 
rung  darin  viel  kriiftiger. 

Wenn  wir  anstatt  gequetschten  Malzes  nicht  gekeimtes  Getreide  verwenden,  so 
werden  wir  bei  .ihnlicher  Versuchsanstellung  ebenfalls  nur  Dextrose  antreffen;  doch 
ist  die  Auflösung  der  Starke  beim  ungekeimten  Getreide  viel  langsamer  wie  beim  ge- 
keimten;  um  dieselbe  cbenso  leicht  zu  machen,  genügt  es,  ein  wenig  gequetschtes  Malz 
zuzusetzen. 

Durch  flie  vorhergehenden  Versuche  kaïin  man  auf  die  Praexistenz  eines  glukose- 
erzeugenden  Fermentes  schliessen,  die  (ilukase,  in  den  Körnern  vor  der  Keinniiig  und 
auf  die  Entstehung  einer  verfiüssigend  vvirkenden  Diastase.  die  .Maltase-'),  durch  die 
Keimung. 


')  La  Glucase  et  la  saccliarification  >j:lucosique  des  niatièn-s  amylacéos.  (La  sucrerie 
indlgène  et  colon.  T.  XXVI I.  1886.  p.  226.) 

')   Hiermit  sind  unsere  Erfahrungen  nicht  im  Einklanue. 

')  Cuisinier  gebraucht  hier  das  Wort  »Maltase«  in  einem  anderen  Sinnc  wie  im 
gegenwartigcn  Aiifsatze. 
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Unsere  Untersuehungen  befestigen  diesen  Schluss  und  haben  uns  überdies  auf  die 
Entdeckung  der  Glukase  in  den  Organen  geführt  und  besonders  in  den  Samen  einer 
grossen  Anzahl  von  Pflanzenarten,  gleichgiitig,  ob  diese  Samen  Starke  enthalten  oder 
nicht. 

Die  Glukase,  wenig  entwickelt  in  den  trockenen  Körnern,  entwickelt  sich  durch 
das  Einweichen;  man  findet  dann,  dass  die  Glukase  zwar  in  dem  Einweichwasser  vor- 
kommt,  jedoch  hauptsachlich  in  den  geweichten  Samen  selbst  zurückbleibt. 

Es  blieb  nun  noch  übrig,  festzustellen,  welche  Rolie  die  Form  der  Starke  auf  die 
Glukosebildung  ausübt.  Zu  diesem  Zwecke  haben  wir  mit  Starkekleister  unter  den 
folgenden  Umstanden  gearbeitet: 

Wir  haben  beobachtet,  dass,  wenn  wir  bei  einer  Temperatur  unterhalb  60"  C  ein 
Gemisch  von  Kleister  und  eingeweichtem  Maismehle  sich  selbst  iiberlassen.  nur  eine 
unbedeutende  \'erflüssigung  des  Kleisters  stattfindet. 

Wird  demselben  Gemische  unter  gleichen  Bedingungen  viel  Malz  zugegeben,  so 
verfliissigt  der  Kleister  bald,  doch  entsteht  hauptsachlich  nur  Dextrin  und  Maltose. 

Wenn  aber  nur  sehr  wenig  Malz  zugesetzt  wird,  so  findet  die  Verfiüssigung  lang- 
sam  statt  und  ergiebt  eine  reichhaltige  Dextroselösung. 

Aus  diesen  Versuchen  sieht  man,  dass  es  fiir  die  Glukosebildung  geeignet  ist,  luir 
wenig  Malz  zu  gebrauchen,  man  aber  diese  Art  der  Yerzuckerung  sowohl  mit  roher 
Starke  wie  mit  verkleisterter  erreichen  kann. 

Eine  charakteristische  Eigenschaft  der  durch  Glukoseverzuckerung  erhaltenen 
Würzen  ist  die  Leichtigkeit,  womit  der  Zucker  auskrystallisiert,  wenn  zu  dem  bis  auf 
40"  Baumé  eingedickten  Safte  ein  Stiick  gewöhnlicher  Glukose  zugesetzt  wird.  Die 
so  erhaltene  Masse  besteht  beinahe  ausschliesslich  aus  garungsfiihigem  Zucker  mit 
1  oder  2  Proz.  Dextrin;  wir  werden  Gelegenheit  haben.  bald  auf  die  Zusammensetzung 
dieses  neuen   Zuckers  zuriickzukonmien. 

Die  Entdeckung  der  Glukase  wirft  einiges  Licht  auf  manche  Fragen.  welche  zu- 
sammenhangen  mit  der  Vergarung  roher  Stiirke  bei  Gegenwart  von  Malz  und 
Bierhefe. 

Paris,  25.  l-"cbruar  1886. « 

Uil  habe  C  u  i  s  i  n  i  e  r"s  Angaben  wörtlich  übcrsetzt,  nicht  nur  wegen  dires 
reellen  Interesses,  sondern  auch  uni  die  vorhin  in  diesen  Seiten  vorgefiihrten,  von 
denjenigen  vmi  Cuisinier  abweichenden  Erfahrungen  deutlich  zu  betonen.  Be- 
sonders C  u  i  s  i  n  i  e  r's  Behauptung  von  der  allgemeinen  Verbreitung  der  Glukase 
hat  sich,  wenigstens  fiir  die  höheren  Pflanzen,  wie  unten  gezeigt  werden  soll,  nicht 
recht  bestiitigt.    DckIi  kommt  das   Enzym  sehr  allgeniein  bei   .^chiinmclpilzen  vor. 


2.   1)  a  r  s  t  e  I  1  u  n  g  der   R  o  h  g  1  u  k  a  s  c   na  c  h  li  c  il  u  1  il. 

lm  jahre  1891  erschien  im  I  o  u  r  n  a  1  il  e  la  1)  i  s  t  i  1  I  e  r  i  e  F  r  a  n  t;  a  1  s  c  eine 
Arbeit  von  G  é  d  u  1  d  ,  welche  im  Laboratorium  vim  J  u  1  e  s  C  u  i  s  i  n  i  e  r  ausgefiihrt 
war  und  worin  sowohl  ein  X'erfahren  zur  Bereitung  des  Enzyms  wie  eine  niihere  Be- 
schreibung  von  der  Einwirkung  desselben  auf  St.ïrke,  Dextrin  und  Maltose  gegeben 
wiril.    Icli  nuiss  den    Inlialt  iliocr  Arhcit   als  beUaunt  voraujsetzen.  wozu  das  ausführ- 
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liche  Resumé  von  W  i  n  d  i  s  c  h  »)  noch  besondere  Veraiilassung  gieht.  l-"iir  ineincn 
Zweck  genügt  es,  darauf  hinzu\vei.sen,  dass  Geduld  sichergestellt  hat,  dass  die  durch 
die  Glukase  erzeugte  Zuckerart  wirklich  Glukose  ist,  was  durch  Cuisinier  noch 
einigermassen  zweifelhaft  gelassen  war,  und  ferner,  dass  die  optimalen  Bedingungen 
für  die  Glukasewirkung  iiahezu  dieselben  sinil,  wie  für  die  Malzdiastase  -). 

Bei  der  Darstelluiig  meiner  eigenen  (ilukasepraparate  habe  ich  G  é  d  u  1  d's  Vor- 
schrift  so  genau  wie  niogiich  befolgt,  gelangte  jedoch  in  einigen  Nebensachen  auf 
etwas  anderem  Wege  zu  einem  besseren  Resultate.  Ich  will  hier  einen  meiner  Priipara- 
tionsversuche  genau  beschreiben. 

Durch  meine  Kahmpilzmethode  zuin  Nachweise  der  Glukase  liatte  icli  gefunden, 
dass  dieses  Enzym  in  den  ungekeimten  Maiskörnern  haupts.ïchlicli  ini  hornartigen 
Teile  des  Endosperms  vorkommt,  wahrend  der  meliiige  Teil  desselben  sowie  der  Em- 
bryo viel  weniger  CJIukase  enthalten.  Ferner  fand  ich,  dass  G  é  d  u  1  d's  Wirschrift, 
die  Körner  vor  der  Zerklcincrung  ein  bis  zwei  Tage  einzuweichen,  entschieden  ver- 
werwerflich  ist,  weil  dabei  ein  wenig  Maismalzgraimlase  entsteht,  welche  nicht  gut 
von  der  (Hukase  getrennt  werden  kann.    Ich  verfuhr  daher  wie  folgt: 

Sechs  Kilo  trockenen,  grosskörnigen,  gelben,  amerikanischen  Maises  wurden 
zwischen  Walzen  groh  gemahlen.  Das  Sortieren  durch  Sieben  wurde  mit  viel  Auf- 
merksamkeit  überwacht,  so  dass  sowohl  die  Schalen  wie  die  Keime  und  das  staubfein 
gemahlene  mehlige  Endosperm  sehr  vollstiindig  entfernt  wurden.  Dadurch  gelang  es 
schliesslich,  35^  kg  einer  sehr  gleichmjissigen,  aus  glasigen,  scliarfeckigen,  horn- 
artigen Endospermteiichen  zusammengesetzten  Masse  zu  bekommen  ■' ).  I")iese  wurde 
dann  extrahiert  mit  5  1  destiilierten  Wassers,  wozu  500  cm^  Alkohol  von  96  Proz.  und 
2g  Weinsaure  gesetzt  waren,  und  zwar  bei  1  •,"  a  20"  C.  Nach  30  Stunden  war  keine 
Spur  von  Bakterienwachstum  bemerkbar  und  es  wurde  filtriert  nach  D  e  1  b  r  ü  c  k's 
Methode^),  wobei  4/4  1  eines  wasserklaren  Filtrates  erhalten  wurde,  welches  Fi  ge- 
naniit  werden  soll.  Dieses  wurde  durch  V'ermischen  mit  dem  gleichen  Volum  Alkolml 
von  06"  unvnllkommen  priizipifiert,  wobei  ein  Niederschlag  D[  und  Filtrat  ]^j  erhal- 
ten werden,  es  ist  also  „  ,    „ 

F.  =  F,  +  D,. 

Das  Filtrat  F»  wurde  dann  durch  Alkohol  in  LVbermass  vollstiindig  prazipitiert, 
wobei  ein  Filtrat  Fa,  welches  weggeworfen  wurde,  und  ein  Pr.Hzipitat  Da  entstan- 
den,  also  ,  t-        t:-     ,    r. 

I'  o  =:  Fa  +  D-j 

und  Fi  =  Dl  -f  D2. 

Es  waren  auf  diese  W'eise  aus  dem  urspriinglichen  Filtrate  V,  also  zwei  Rnh- 
glukasepriiparate  Di  und  D;  erhalten.  D-,  wurde  abgepresst,  getrocknet  und  puheri- 
siert  und  für  Enzymversuche  verwendet. 

Dl  wurde  dagegen  noch  einmal  fraktionniert.    Dazu  wurde  das  noch  teigige  Pra- 


')  Ueber  ein  neues  Enzym:  die  Glukase.  ( W'cichenschr.  f.  Braiurei.  Jalirj;.  V'Ill.  1886. 
No.  19.  p.  545.  No.  20.  p.  568.  No.  22.  p.  618.) 

■-)  Géduld's  Beobachtunsen  über  Maisuhikase  unrdcn  aiils  neue  l)c>tatiKt  durch 
Morris  in  »Tr  a  n  s  ac  tion  s  of  the  Tnstitute  for  Brewing«.  Marcli  1803.  Zu  vergl. 
Win<lisch,  «Ueber  die  Glukase».  (Woclienschr.  I.  Braucrei.  Jahrn.  X.  p.  365.)  Das 
Orisinal  war  niir  niclit  zuKiinglich. 

')  Es  wiire  richtis  sewesen,  diese  Masse  fein  zu  mahlen,  weil  die  Glukase  sehr 
schwer  löslich  ist  und  schwierin  difFundiert.    Doch   habe  ich   das  danials  versaumt. 

*)   Maerker.  Spiritusfabrikation.   5.  .\ufl.  1800.  p.  131. 

M.  \V.  lïeijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  ^0 
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zipitat  niit  (iestilliertein  Wasser,  welches  0,4  g  W'eiiisaure  pro  Liter  und  etwas  Alkohol 
enthielt,  in  Uebersclniss  versetzt.  Die  Masse  lost  sich  auch  bei  langem  Stehen  uiid 
Schiitteln  niir  sehr  unvollstandig  und  giebt  beim  Filtrieren  einen  uiilöslich  ziirück- 
bleibenden  Teil  D3  und  ein  Filtrat  F».  Dieses  letztere  wird  dann  mit  Alkohol  ini 
Ueberschuss  voUstandig  prazipitiert,  wobei  D»  erhalten  wird.  D3  und  D4  werden 
dann  ebenfalls  bei  65"  C  getrocknet  und  pulverisiert.  Auf  diese  Weise  wurden  die 
saintlichen  aus  dem  Maisendosperm  mit  dem  verdünnten  Alkohol  extrahierten  Stofte 
in  der  Form  \  on  drei  Prazipitaten  Da,  D3  und  Dj  von  verschiedener  Löslichkeit  er- 
halten.  Hiervonhatsich  D3,  welches  amwenigsten  löslich  ist,  trotzdem  als  das  glukase- 
reichste  ergeben.  Auch  fand  ich,  dass,  wenn  ich  das  Fraktionieren  derweise  aus- 
führte,  dass  ich  aus  dem  ursprünglichen  Filtrate  durch  unzureichende  Alkoholzuset- 
zung  hinter  einander  drei  Prazipitate  absonderte,  keines  davon  so  wirksam  war  wie 
Ds,  und  darum  habe  ich  eben  die  beschriebene  Darstellungsweise  als  Beispiel  tiir  das 
heste  Priiparierverfahren  angeführt. 

Es  ist  klar,  dass  die  nach  diesem  Verfahren  bereiteten  Gluka^epraparate  durch- 
aus  nicht  als  reine  betrachtet  werden  können  und  dass  es  selbst  schwierig  ist,  die 
Natur  der  Verunreinigungen  genauer  anzugeben.  Man  könnte  meinen,  es  würde  darin 
viel  Dextrin  vorkommen,  doch  muss  ich  demgegenüber  bemerken,  dass  die  Glukase 
die  Dextrine  angreift  und  in  Glukose  überfiihrt,  so  dass  die  ziemlich  lange  Dauer 
der  Praparation  schon  ein  Grund  ist,  weshalb  sich  der  Gehalt  an  Dextrin  vermindern 
muss.  Auch  der  Peptongehalt  kann  in  meinen  Praparaten,  z.  B.  in  D3,  nicht  beson- 
ders  gross  sein,  denn  wenn  aus  dem  bei  ioo"C  getrockneten  Pulver  der  Stickstoff 
nach  Kjeldahl  bestimmt  und  daraus  der  Eiweissgehalt  durch  Multiplikatioii  mit 
6,25  berechnet  wird,  so  ergiebt  sich  für 


Stickstoff 

Eiweiss 

Ij     4,78  Proz. 

29,87  Proz 

'3     1,11 

6,96      „ 

•4     2,20 

13.75      .. 

Reduktionsfahige  Körper  finden  sich  in  den  Praparaten  nicht.  Tch  glaube  des- 
halb,  dass  die  Körper,  welche  die  Enzyme  darin  begleiten,  haupts.Hchlich  neben  Ei- 
weisskörpern  Pflanzenschleim  sein  mussen.  Vergleicht  man  die  zuckerbildende  Kraft 
der  drei  Praparate  so  ergiebt  sich,  dass  dieselbe  bei  D3  etwas  ist  wie  bei  den  beiden 
anderen,  wenn  auch  die  Dift'erenz  nicht  besonders  gross  ist.  Merkwiirdigerweise  ist 
aber  der  Stickstot^gelialt  gerade  von  D3  am  geringsten,  so  dass  es  deutlich  ist,  dass 
cntweder  der  Gehalt  von  allen  diesen  Praparaten  an  reinem  Enzym,  vorausgesetzt, 
dass  dieses  ein  stickstoffhaltigcr  Kiirper  ist,  sehr  gering  ist,  oder  dass  das  Enzym 
stickstofffrei  ist  und  sich  gerade  in  D»  besonders  angeh.ïuft  vorfindet.  Ich  meiner- 
seits  neige  zur  ersteren  Ansicht,  d.  h.  ich  glaube,  dass  die  amylolytischen  Enzyme 
stickstoffhaltige  Körper  sind  und  in  unseren  Praparaten  nur  in  verschwindend  ge- 
ringer Menge  angeh.Tuft  sind. 

3.   N  a  c  h  w  e  i  s   von   v  o  r  ü  b  e  r  g  e  h  e  n  d  e  r   Dextrin-   und    M  a  1  I  o  s  e  b  i  1  - 
(1  u  n  g   aus   1  ö  s  1  i  c  h  e  r    S  t  ;i  r  k  e    durch    G  1  ti  k  a  s  e. 

Geduld  bestimmte  die  Wirksamkeit  seiner  Glukasepriiparatc  aus  der  Drchungs- 
abnahme  für  das  polarisierte  Licht,  sowie  aus  der  Veranderung  im  Kupferreduktions-' 
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vermogen,  welche  eine  Maltoselösung  von  bekanntem  Gehalte  erfahrt.  Zur  Bestini- 
mung  der  Einwirkung  auf  Dextrin  und  Starke  befolgt  er  ein  kombiniertes  Verfahren, 
wobei  Drehung  und  Reduktion  bestimmt  werden  vor  der  Einwirkung  der  Glukase, 
nach  der  Einwirkung  des  Enzyms,  und  naclidem  der  gebiidete  Zucker  durch  Hefe 
vergoren  ist.  Durch  Krystallisierenlassen  des  aus  Mahose  erhaltenen  Zuckers  hat  er 
sich  überzeugt,  dass  es  sich  dabei  nur  urn  Dextrose  handehi  kanii.  Ich  will  hinzu- 
fügen,  dass  auch  ich  reine  Maltoselüsungen  durch  nieine  Glukasepraparate  umge- 
A\andelt,  und  daraus  den  Zucker  nahezu  quantitativ  als  krystallisierte  Glukose  zurück- 
erhalten  habe.  Es  kann  deshalb  als  ailseitig  festgestellt  betrachtet  werden,  dass  das 
Produkt  der  Einwirkung  der  Glukase  auf  Maltose  sicher  allein  Glukose  ist.  Anderer- 
seits  wurde  oben  schon  vorgreifend  bemerkt,  dass  die  Glukase,  wenn  auch  sehr  lang- 
sam,  aus  löslicher  oder  gekochter  Starke  vorübergehend  Dextrin  zu  erzeugen  vermag, 
welches  jedoch  seiiierseits  bei  Fortdauer  der  Glukaseeinwirkuiig  in  Glukose  übergeht. 
Sovielsteht  test,  dass  allevonmir  untersuchtenDextrine  durcliGlukase  zersetzt  werden, 
und  zwar  viel  schvvieriger  wie  Maltose,  dass  sie  jedoch  viel  leichter  in  Glukose  über- 
gehen',  wie  lösliche  oder  verkleisterte  Starke.  Frische  Starkekörner  werden,  ausser- 
halb  der  Pflanzen,  ebensowenig  durch  Glukase  angegriffen  wie  durch  Diastase.  Auch 
Inulin  wird  durch  Glukase  durchaus  nicht  verandert.  Für  den  Nachweis  der  Glu- 
kase in  sehr  geringen  Mengen,  z.  B.  wenn  es  sich  darum  handelt,  die  Gegenwart 
dieses  Körpers  in  vereinzelt  vorliegenden  Ptlanzensanien  anzuzeigen,  können  weder 
das  polarisierte  Licht,  noch  die  Kupferreduktion  in  Betracht  kommen.  Dagegen  hat 
sich  ergeben,  dass  in  solchen  Fiillen  die  auxanographische  Methode  zuni  Ziele 
führen  kann. 

Dieses  tritït  ebenfalls  zu  in  Bezug  auf  den  Nachweis  von  Dextrin  bei  gleich- 
zeitiger  Gegenwart  von  Maltose  und  Glukose  oder  von  beiden.  Dazu  erfordert  die  m 
Kapitel  I  beschriebene  Untersuchungsmethode  jedoch  eine  Erweiterung,  zu  deren 
Darstellung  ich  nun  übergehe. 

Wahrend  Maltose  durch  Glukase  quantitativ  in  Glukose  übergeführt  wird,  ent- 
steht  bei  der  Einwirkung  von  Glukase  auf  lösliche  Starke  vorübergehend  eine  Dex- 
trinart,  welche  jedoch  durch  das  Enzym  selbst  zu  Glukose  zerlegt  wird  und  sich  des- 
halb leicht  der  Beobachtung  entzieht. 

Durch  das  Diffusionsverfahren  mit  gewissen  Hefearten  als  Reaktiv  lasst  sich  die 
Gegenwart  des  genannten  Körpers  anzeigen,  und  zwar  auf  folgende  Weise: 

In  einer  Glasdose  wird  eine  Gelatineplatte  angefertigt,  welche  aus  zwei  verschie- 
denen  Halften  besteht.  Der  eine  Teil  A  (vergl.  Figur)  hat  folgende  Zusammen- 
setzung: 

10  Proz.  Gelatine, 

K       „       lösliche   Starke, 

%       „       Asparagin, 

^/ïo    „       Kaliumphosphat. 

Vor  dem  Erstarren  war  S.  ellips  oideus,  oder  irgend  eine  andere  nicht  auf 
Dextrin  reagierende,  aber  mit  Asparagin  als  Stickstoffquelle  gut  wachsende  Maltose- 
hefe  untergemischt. 

Der  andere  Teil  B  hat  dieselbe  Zusammensetzung,  nur  dass  daraus  die  lösliche 
Starke  fortgelassen  ist. 
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Als  Weinhefe  habe  ich  die  aus  jungem  Rotwein  isolierte  Form  verwendet.  Bier- 
und  Presshefe  sind  weniger  geeignet,  weil  deren  Wachstum  durch  den  Druck  der 
Gelatine  etwas  gehemmt  wird,  was  bei  Weinhefe  nicht  der  Fall  ist. 

Das  Eingiessen  in  die  Dose  geschieht  derweise,  dass  diese  für  das  Aufnehmen 
von  der  Gelatine  A  zunachst  schief  gestellt  und  erst,  wenn  die  Gelatine  durch  die 
Abkühlung  zu  dickflüssig  geworden  ist,  um  sich  weiter  auszubreiten,  horizontal  ge- 
stellt wird.  Die  Gelatine  B  kann  dann  ohne  weitere  Fürsorge  auf  die  noch  leere 
Bodenhalfte  gegossen  werden,  wobei  auf  ein  gutes  Zusanimenfliessen  an  der  Tren- 
nungslinie  zwischen  A  und  B  geachtet  wird.  Die  lösliche  Starke  bleibt  auf  A  be- 
schriinkt,  weil  nicht  diffusionsfahig. 

Es  wird  nun  in  geringer  Entlernung 
von  einander  sowohl  auf  A  wie  auf  B  ein 
wenig  Gukasepulver  aufgestreut '). 

Da  sich  in  A  aus  der  löslichen  Starke, 
so  weit  die  Glukase  einwirkt,  Glukose 
bildet,  so  muss  auf  gewöhnliche  Weise 
dort  ein  Ellipsoideus  auxanogramm -) 
entstehen.  Wenn  jedoch  dabei  noch  ein  an- 
(lercr  Körper  entsteht,  z.  B.  eine  diffusions- 
fahige  Dextrinart,  welche  nicht  durch  S. 
ellipsoideus  absorbiert  wird,  so  kann 
dieser  Körper  sich  durch  Difïusion  in  den 
als  B  bezeichneten  Teil  der  Gelatineplatte 
hineinbewegen.  Da  sich  darin  aber  eine 
Maltosehefe  vorfindet,  welche  auch  mit 
Glukose  ausgezeichnet  wachst,  jedoch  nicht  mit  Dextrin,  so  muss  unter  dem  auf  B 
liegenden  Glukasepulver  ein  Auxanogramm  entstehen,  wenn  der  betreffende  Körper 
bis  zu  dem  Bezirke  der  Glukase  fortdiftundiert  und  hier  in  Glukose  verwandelt  wird. 
Auf  diese  Weise  hat  nun  die  Erfahrung  für  die  .Ansicht  entschieden,  dass  die  Glukase 
vorübergehend  Dextrin  erzeugt.  Bei  der  beschriebenen  Versuchsanstellung  war  zu  er- 
warten,  dass  das  Auxanogramm  »Halbmondform«  annehnien  sollte,  was  auch  wirklich 
zutrifft  und  wohl  keiner  weiteren  Erkliirung  bedürftig  ist. 

Dagegen  muss  ich  noch  hervorheben,  weshalb  ich  eine  Maltosehefe  verwende, 
und  nicht  gerade  wie  bei  den  gewöhnlichen  Versuchen  zum  Nachweis  der  Glukase 
S.  Mycoderma  oder  .S.  f  r  a  g  r  a  n  s  ?  Dazu  giebt  der  Umstand  Veranlassung,  dass 
es  sich  darum  handelt,  bei  den  Versuchen  Maltose  von  Dextrin  zu  unterscheiden. 
Wenn  sich  nun  in  A  und  B  S.  M  \  c  o  d  e  r  m  a  vorfiinde,  so  wiirde  sowohl  Maltose 
wie  Dextrin  bis  unter  den  Glukasefleck  in  B  hineindiffundieren  können  und  darunter 
ein  Mycoderma  auxanogramm  bilden.  Wenn  sich  in  A  und  B  dagegen  eine 
Maltosehefe  vorfindet,  so  wird  diese  auch  ausserhalb  des  Glukasefleckes  in  Wachstum 
kommen,  wenn  Maltose  zufliesst,  dagegen  nur  unterhalb  des  Glukasefleckes,  wenn  eine 
Dextrinart  zufliesst,  welche,  um  assimiiationsf.ïhig  zu  sein,  zuvor  in  Zucker  (sei  es 
Maltose  oder  Glukose)   umgewandell   werden   muss.    Da  sich  nun   ergiebt,  dass   auf 


')   In  der  Figur  durch  grobc  Punkticruns  atigcKcben. 
■■')   In  der  Figur  durch  feine  Punktierung  angegebcn. 
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deni  Wege  zwischen  den  beiden  Glukasetlecken  kein  Wachstum  der  Maltosehcfe  be- 
inerkbar  wird,  so  schliesse  ich,  dass  jedenfalls  Dextrin  und  nicht  Maltose  ais  Neben- 
produkt  vorübergehend  bei  der  Glukosebildung  aus  Starke  entstelit.  Kauin  brauche 
icli  hervorzuheben,  dass,  wenn  der  Glukasefleck  G-  durcli  Malzdiastase  ersetzt  wird, 
die  Weinhefe  darunter  ebensogut  ein  Auxanogramm  bildet,  nur  wird  dann  das  Dex- 
trin  in   Maltose  übergeführt  und  nicht  in  Ghikose. 

Die  Frage,  weshalb  das  Dextrin  das  Glukasefeid  G*  überhaupt  verlasst,  wiihrend 
dasselbe  doch  ebensogut  von  G'  wie  von  G"  in  Ghikose  verwandelt  werden  kaïni,  muss 
dahin  beantwortet  werden,  dass  allerdings  ein  Teil  des  Dextrins  wohl  unzweifelhaft 
durch  G'  in  Glukose  wird  itbergehen  mussen,  dass  aber  ein  Teil  desselben  sich  infolge 
der  Gesetze  der  Diffusion,  nach  welchen  ein  Stoft'  jedern  Punkte  von  geringerer 
Konzentration  zuströmt,  sich  der  Kinwirkung  von  G'  entziehen  niuss,  um  teilweise 
durch  G-  zersetzt  zu  werden. 

In  unserer  Figur  ist  durch  einen  Zirkel  (bbb)  die  mutniassliche  Grenze  des 
Diffusionsfeldes  angegeben,  welches  das  Dextrin  bei  dein  Zustandekommen  des  unter 
G'  ausgebildeten  halbmondförmigen  Auxanogrammes  erzeugt  haben  muss. 

Die  Leichtigkeit,  womit  das  durch  Glukase  erzeugte  Dextrin,  nicht  nur  durch 
dieses  Enzym  in  Glukose,  sondern  durch  andere  Amylasearten,  wie  Maltase  und 
Ptyalin  in  Maltose  übergeführt  wird,  haben  mich  veranlasst,  dasselbe  oben  bei  der 
allgemeinen  Besprechung  der  amylolytischen  Enzyme  als  Maltodextrin  für  die 
Charakteristik  der  verschiedenen  Amylasegattungen  zu  verwenden.  Dass  der  Name 
des  Körpers  neuerdings  in  Isomaltose  umgetauft  ist,  ist  bekannt. 

Durch  das  Anbringen  einer  kleinen  Abanderung  in  der  beschriebenen  Versuchs- 
anstellung  konnte  ich  zeigen,  dass  Glukase  auch  vorübergehend  aus  Starke  Maltose 
erzeugt.    Dazu  wurde  wie  folgt  verfahren: 

Anstatt  die  Halfte  A  der  Gelatineplatte  niit  Weinhefe  zu  beschicken,  war  dahin 
Saccharomyces  Mycoderma  gebracht.  B  blieb  aber  wie  oben  mit  S.  e  1  1  i  p- 
s  o  i  d  e  u  s  gemischt. 

Es  wurde  nun  auf  A  lokal  Glukase  gestreut,  was  jedoch  auf  B  nicht  not- 
wendig  ist. 

Da  der  Kahmpilz  als  Glukosehefe  etwa  aus  dem  Glukasefelde  auf  A  entweichende 
Maltose  frei  fortdiffundieren  liisst,  erreicht  diese  bald  die  Grenze  zwischen  A  und  B, 
geht  in  B  über  und  findet  hier  die  E  1 1  i  p  s  o  i  d  e  u  s  hefe,  welche  als  Maltosehefe 
nun  wachsen  kann  und  durch  Erzeugung  eines  zirkelsegmentahnlichen  Auxanogram- 
mes, mit  der  Grenzlinie  zwischen  A  und  B  als  Sehne,  die  Gegenwart  der  Maltose  an- 
zeigt.  Der  ganze  Sachverhalt  scheint  mir  so  klar,  dass  die  Anfertigung  einer  beson- 
deren Figur  überflüssig  erschien. 

Indem  es  mir  nun  obliegt,  über  die  Verbreitung  und  den  Nachweis  der  Glukase 
im  einzelnen  zu  handeln,  scheint  es  mir  nicht  überttüssig,  zu  bemerken,  dass  ich  hier 
nur  die  Beobachtungen  mit  positivem  Ergebnisse  berücksichtige.  Mit  Pulvern  und 
Extrakten  von  Blatern  und  Stengelteilen  von  allerlei  Baumen  und  Kriiutern  habe  ich 
Versuche  angestellt,  welche  durchgehends  ein  negatives  Resultat  ergeben  haben,  so 
dass  ich  glaube,  zu  dem  Schlusse  berechtigt  zu  sein,  dass  die  Glukase  nur  wenig  ver- 
breitet  ist. 
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4-  Verbreitung  der  Glukase. 
a)    A  1 1  g  e  m  e  i  n  e  s. 

Die  Glukase  scheint  sowohl  im  Pflanzen-  wie  iin  Tierreiche  keine  sehr  ausge- 
dehnte  Verbeitung  zu  besitzen.  Inzwischen  muss  dieses  niit  einiger  Einschrankung 
behauptet  werden,  denn  die  sehr  geringe  Löslichkeit  dieses  Körpers  kann  leicht  Ver- 
anlassung  geben,  dessen  Gegenwart  zu  übersehen.  Dieses  ist  besonders  deshalb  so, 
weil  die  Erfahrung  lehrt,  dass  die  Eigenschaften  der  Glukase,  wenn  man  dieselbe 
nach  der  fiir  Maismehl  angegebenen  Vorschrift  bereitet,  nicht  immer  in 
aller  Kraft  hehalten  bleiben.  So  enth.ïlt  gewöhnliches  Reismehl  (O  r  y  z  a  s  a  t  i  v  a) 
betrachtlich  viel  Glukase.  Als  ich  aber  versuchte,  daraus  ein  reichhaltigeres  Pra- 
parat  anzufertigen,  so  wurde  ich  getauscht,  und  schliesslich  bekam  ich  einen  Stoff, 
welcher  zu  meiner  Ueberraschung  ziemlich  stark  diastatisch  auf  Starke  wirkte,  d.  h. 
daraus  Maltose  bildete,  was  ich  am  Reismehl  an  sich  nicht  bemerkt  hatte,  doch  war 
das  Vermogen,  Maltose  in  Glukose  umzuwandeln,  beinahe  ganzlich  verloren.  Etwas 
Aehnliches  fand  ich  bei  Versuchen  aus  Hafermehl,  welches  ebenfalls  ziemlich  glu- 
kasereich  ist,  dieses  Enzym  zu  bereiten.  Die  nahe  liegende  Vermutung,  dass  die  Er- 
scheinung  durch  eine  Umwandlung  von  Glukase  in  Granulase  erklart  werden  kann, 
entbehrt  vorlaufig  aber  noch  des  Beweises. 

Andererseits  dürfte  das  Diffusionsverfahren  bei  der  Verwendung  der  so  leicht 
beweglichen  Maltose,  selbst  dann,  wenn  sehr  schwer  lösliche  Glukasepraparate  zur 
Untersuchung  kommen,  doch  nach  allem  Anscheine  zur  Auffindung  des  Enzyms  Ver- 
anlassung  geben.  Wenn  es  mir  nun  nicht  gelingen  wollte,  weder  mit  dem  Extrakte, 
noch  mit  getrockneten  und  nachher  pulverisierten,  noch  mit  den  gequetschten  und 
zerriebenen  Blattern  von  Lolium  peren  ne  und  anderen  Grasern  die  Glukose- 
reaktion  im  Mycoderma-  Maltoseboden  zu  erzielen,  so  muss  ich  wohl  annehmen, 
dass  die  Glukase  in  den  gewöhnlichen  Grasblattern  fehlt.  Es  ist  aber  sehr  leicht,  die- 
.selbe  in  den  Blattern  der  Maispflanze  bei  gleicher  Behandlung  nachzuweisen,  und 
aus  dem  wasserigen  Extrakt  dieser  Blatter  habe  ich  durch  Prazipitieren  mit  Alkohol 
ziemlich  kraftige  Glukasepraparate  dargestellt :  dasselbe  gilt  fiir  die  Maiswurzeln, 
welche  sich  als  reich  an  Glukase  (und  unter  Umst.ïnden  auch  an  Invertase)  ergeben. 
Ferner  habe  ich  von  Blattern  untersucht  Acer  Pseudoplatanus,  Deutzia 
scabra,  Quercus  pedunculata,  Cytisus  Lahurnum  und  von  zahl- 
reichen  anderen  Krautern  und  Baumen,  alle  mit  hegativem  Erfolge.  In  Keimstengeln 
von  keimenden  Erbsen  sowie  in  den  Samenlappen  derselben  konnte  ich  keine  Glukase 
auffinden,  wahrend  sich  darin  »ehr  leicht  Granulase  nachweisen  lasst,  ebenso  bei 
V  i  c  i  a  F  a  b  a.  .Auch  in  keimenden  Datteln  habe  ich  vergebens  nach  Glukase  ge- 
sucht ;  mcrkwürdigerweisc  findet  sich  darin  aber  auch  durchaus  keine  Diastase  und 
der  Prozess  der  Celluloselösung  im  holzigen  Endosperm  dieser  Samen  geschieht  durch 
einen  noch  nicht  aufgeklartem  Vorgang  *). 


')  Dass  es  sich  dabei  dennoch  um  eine  Enzymwirkuns  handelt,  folgerc  ich  daraus, 
dass  die  Cellulose,  ehe  sie  sich  lost,  noch  vorher  in  einen  sich  mit  Jod  blanenden  Körper 
umKcwandelt  wird. 
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h)   D  i  s  t  r  i  b  u  t  i  O  n   der   G  1  ii  k  a  s  e   i  m    M  a  i  s  k  o  r  ii.     V  ü  r  k  o  m  ni  c-  n    in 
anderen  Getreidekornern. 

Nicht  alle  Teile  des  Maiskornes  sind  gleich  reich  an  Glukase.  Eine  genaue  Unter- 
suchung  der  verschiedenen  Teile  ergiebt,  dass  der  ruhende  Keim  zwar  nicht  voll- 
standig  frei  ist  von  Glukase,  jedoch  davon  nur  Spuren  enthjilt.  Wiihrend  der  Keimung 
vermehrt  sich  der  Glukasegehalt  nicht  oder  nur  unbetrachtlich,  der  Keimling  erzeugt 
diesen  Körper  in  kaum  nachweisbarer  Quantitiit,  wahrend  die  Granulasehildung  eben 
im  Verlaufe  der  Keimung  erst  recht  stark  wird. 

lm  Endosperm  ist  die  Glukase  nicht  gleichmassig  verteilt,  sondern,  wie  wir 
früher  gesehen,  angehiiult  in  den  ausseren  Schichten,  welche  eine  hornartige  Konsi- 
stenz   besitzen,  und   fehlt  beinahe  ganzlich   im  mehlartigen    Innern   desselben. 

Granulase  und  Maltase  fehlen  im  Maisendosperm  vor  der  Keimung  vullstandig, 
Maltase  entsteht  darin  niemais,  Granulase  dagegen  beim  Keimprozesse  als  Produkt 
des  Keimlings  und  wird  durch  das  an  das  Endosperm  grenzende  Cylinderepithel  des 
Scutellums  erzeugt,  die  Zeilen  des  Innern  des  Keimlings  sind  diastasefrei.  Ehe  die 
Keimung  beginnt,  lasst  sich  in  diesem  Cylinderepithel  schon  mit  Leichtigkeit  Granu- 
lase nachweisen,  wahrend,  wie  gesagt,  der  Glukasegehalt  desselben  ininimal   ist. 

Von  anderen  Getreidekornern  untersuchte  ich  Sorgho  f  A  n  d  r  o  p  o  g  o  ii  S  o  r  - 
g  h  u  m),  Hirse  (P  a  n  i  c  u  m  m  i  1  i  a  c  e  u  m),  Weizen,  Roggen  und  Gerste  genauer. 
In  Bezug  auf  die  Sorghokörner  lasst  sich  genau  dasselbe  sagen  wie  von  Mais:  Das 
Endosperm  ist  sehr  reich  an  Glukase  und  diastasefrei,  wahrend  der  Keimung  erzeugt 
das  Cylinderepithel  des  Keimlings  reichlich  Granulase  und  keine  Glukase.  Auch  hier 
wird  die  Keimung  eingeleitet  durch  Glukose,  welche  aus  Starke  entsteht ;  im  ferneren 
Verlaufe  des  Wachstums  wird  dagegen  zuerst  Maltose  gebildet.    Ebenso  bei  Hirse. 

Glukase  wurde  ebenfalls  gefunden  im  mehligen  Endosperm  von  Sparganiuin, 
Care  x  und  L  u  z  u  1  a. 

Weizen,  Roggen  und  Gerste  ')  verhalten  sich  auf  eine  ganz  andere,  jedoch  unter 
sich  identischeWeise:  Das  Endosperm  dieserKörner  enthalt  vor  der  Keimung  nur  Mal- 
tase und  ist  glukasefrei.  Wahrend  der  Keimung  beginnt  eine  sehr  kraftige  Bildung 
von  Granulase  (und  wahrscheinlich  aucli  Maltase)  im  Cylinderepithel  des  Scutellums 
und  diese  Körper  stromen  in  das  Endosperm  hinein.  Im  Verlaufe  der  Keimung  ent- 
steht bei  diesen  Körnern  ebenfalls  ein  wenig  Glukase,  und  zwar  sowohl  im  Cylinder- 
epithel des  Scutellums  wie  in  der  Aleuronschicht,  welche  das  Endosperm  aussen  be- 
kleidet,  jedoch  nur  in  sehr  geringer  Quantitat.  Zu  gleicher  Zeit  mit  dieser  Glukase- 
bildung  aus  der  Aleuronschicht  wird  darin,  und  zwar  in  viel  betrachtlicherer  Quanti- 
tiit Granulase  produziert.  Maltasebildung  durch  das  Aleurongewebe  konntc  dagegen 
nicht  nachgewiesen  werden.  Bei  der  weiteren  Entwicklung  der  Keimpflanze  wahrend 
des  Malzprozesses  entsteht  in  den  Geweben  der  Wurzeln  und  Blatter  Rohrzucker, 
welcher  durch  zu  gleicher  Zeit  erzeugte  Invertase  sp.ïter  beim  Einmaischen  im  Glu- 
kose und  Laevulose  übergehen  kann,  so  dass  es  verfehlt  ware.  den  nicht  unbetriicht- 
hchen  Glukosegehalt  der  Würzen  der  Brauereien  und  Presshefefabriken  (in  den  Wür- 
zen  der  Presshefefabrik  Delft  i — 2  Proz.,  d.  h.  bis  zu  20  Proz.  des  (iesamtzuckers) 
auf  die  Glukase  allein  zurückzuführen.    Da  die  Getreideglukase  kaum  oder  nicht  dif- 


')   Acüilops  ovata  und  Ldliiun  pcrcnne  sehöien  ebenfalls  hii-rher. 
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fundiert,  so  braucht  man,  um  die  Lokalisation  derselben  aiizuzeiRen,  luir  eiiien  dunnen 
Querschnitt  des  Eiulosperms  auf  einen  enipfindlichen  Kahmpilznialtoseboden  zu  legen; 
schon  nach  24  Stunden  bekommt  man  ein  Auxanogramm  von  der  Form  des  Quer- 
schnittes,  worin  die  eigentümlich  gefakete  Aleuronschicht  sicb  aufs  schönste  durch 
kraftiges  Kahmpilzwachstum  hervorhebt  infolge  ihres  Reichtums  an  Glukase. 


c)  V  e  r  b  r  e  i  t  u  n  g  der  Glukase  bei  anderen  M  o  n  o  k  o  t  y  1  e  11  u  n  d  bei 
Dikotylenund   im   Körper   höherer   Tier  e.      Bei    Schimmel- 
pilzen.    Z  y  m  o  g  1  u  k  a  s  e  a  u  s   H  e  f  e. 

Durch  viele  Versuche  mit  allerlei  Samen  von  Dikotylen  uiid  Monnkotylen  bat  sich 
ergeben,  dass  die  meisten  endospermfreien  Samen  sowie  die  Samen  mit  »fleischigem« 
und  »hornartigem«  Endosperm  diastase-  und  glukasefrei  sind  ').  Dagegen  enthal- 
t  e  n  alle  Samen  mit  mehligem  Endosperm  Glukase  oder  Maltase  im  Endosperm  und 
erzeugen  Granulase  bei  der  Keimung  im  Keimlinge.  Ich  glaube  zur  Aufstellung 
folgender  allgemeiner  Regeln  berechtigt  zu  sein: 

1.  Granulase,  Maltase  und  Glukase  werden  in  erheblichen  Mengen  nur  in  den 
Samen  mit  mehligem  Endosperm  gefunden,  in  den  Samen  mit  hornartigem  und  mit 
fleischigem  Endosperm,  sowie  in  den  endospermfreien  Samen,  fehlen  diese  Enzyme 
entweder  ganz  oder  es  entsteht,  wie  bei  den  Papilionaceen,  ein  wenig  Granulase  im 
Innern  der  Samenlappen  wabrend  der  Keimung.  Die  Monokotylen,  bei  welchen  Glu- 
kase oder,  viel  seltener,  Maltase  thatsachlich  schon  gefunden  oder  zu  erwarten  sind, 
gehören  deshalb  zu  einer  der  folgenden  Familien  mit  mehligem  Endosperm:  Cypera- 
ceen,  Gramineen,  Sparganiaceen,  Eriocaulaceen,  Flagellariaceen,  Restionaceen,  Cen- 
trolepidaceen,  Juncaceen,  Musaceen,  Marantaceen,  Zingiberaceen. 

2.  Granulase  wird  erst  beim  Keimungsprozesse  gebildet,  gewöhnlich  durch  das 
Epithel  des  Keimlings,  selten  auch  (kirch  andere  Teile,  wie  durch  das  Aleurongewebe 
der  Getreidekörner. 

3.  Eine  dritte  Regel,  welche  das  Studium  der  Monokotylensanien  mit  mehligem 
Endosperm  ans  Licht  brachte,  ist  diese: 

Maltase  und  Glukase  sind  die  einzigen  Enzyme,  welche  im  mehligen  Endosperm 
vorkommen,  und  zwar  stellvertretend,  so  dass  das  mehlige  Endosperm  des  Getreides 
entweder  Glukase  und  keine  Maltase  enthiilt,  wie  bei  Mais,  Sorgho  und  Hirse,  oder 
Maltase  und  keine  Glukase  (oder  wenigstens  nur  Spuren),  wie  bei  Weizen,  Roggen, 
Gerste  inid  vielen  anderen  Grasern. 

Von  den  Dikotyledonen  kommen  die  folgenden  Familien  mit  mehligem  Endo- 
sperm als  sicher  oder  wahrscheinlich  glukasehaltig  hier  in  Betracht:  Plumbaginaceen, 
Mescmbryanthemaceen,  Nymphaeaceen,  Frankeniaceen,  Caryophyllaceen  (p.  p.), 
Paronvchiaceen,  Portulaccaceen,  Tetragoniaceen,  Chenopodiaceen,  .\marantaceen, 
Nyctaginaceen,   Phytolaccaceen  und   Polygonaceen. 

Von  allen  diesen  habe  ich  die  Samen  von  Mirabilis  lalapa  (Xycta- 
"inaceen),  P  o  1  y  g  o  n  u  m   V  a  g  o  p  y  r  n  m  (Polygonaceen,),  R  e  t  a  v  u  1  g  a  r  i  s  und 


')   Die  schr  scliwachcn  (li;istati?.clicn  Wirkmimn,   wlIcIu-  heiii.ilic  alk-  1'tlair/ensattc 
zeisen,  komnuii   hier   nicht  in   Bctraclit. 
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Spinacia  oleracea  (Cheiiopodiaceen),  welche  aufs  Geratewohl  aus  Samen  mit 
inehligem  Eiuiosperin  gewiililt  wiirrlcn,  durch  das  Diffusionsverfahren  und  aiixano- 
graphisch  naher  untersiKht.  l'-s  liat  sjch  erfjeben,  dass  das  mehlige  Keimweiss  aus- 
nahmslos  nur  Glukase  fiihrt,  und  zwar  eine  leiclit  dift'undierbare  Modifikation.  Da- 
gegen erzeugen  die  Keimlinge  niassenhaft  Granulase,  welche  beim  Keimungsprozesse 
das  mehlige  Endosperm  allseitig  durchdringt.  Besonders  die  so  hoch  interessanten 
keinienden  Samen  von  M  i  r  a  b  i  1  i  s  sind  für  diese  Unlersuchung  geeignet.  An  dieser 
Stelle  wiil  ich  nur  liervorhel)en,  dass  die  Glukase  siclier  nicht  in  den  Samenlappen 
gebildet  wird,  sondern  sozusagen  als  Reservematerial  zwischen  dem  feinkürnigen 
Aniylnm  ini  Endosperm  abgelagert  vorkommt.  Die  Samenlappen  umschliessen  bei 
M  i  r  a  b  i  1  i  s  das  Endosperm,  welches  daraus  leicht  in  einem  einzigen  Klumpen  ent- 
fernt  werden  kann.  Bei  der  Keiniung  scheiden  beide  Samenlappen  Granulase  ab,  und 
zwar  sehr  viel  und  durchaus  kcine  Glukase.  Diejeoige  Seite  (rückwarts)  des  einen 
Samenlappens,  welche  das  Endosperm  beriihrt,  ist  in  dieser  Beziehung  am  meistcn 
aktiv.  Schwacher  dift'undiert  die  Granulase  aus  der  Bauchseite  jenes  Samenlappens. 
Noch  schwacher  ist  die  Granulasebildung  im  anderen  Samenlappen,  welcher  das 
Endosperm  nicht  berührt,  sondern  sich  der  Bauchseite  des  ersten  Cotyledo  anschmiegt. 
Maltase  fehlt  bei  den  von  mir  untersuchten  Dikotylensamen  vollstandig. 

Von  tierischen  (leweben  untersuchte  ich  Blut,  Pankreas  und  Leber  von  Schweinen 
und  Rindern  und  fand  iiberall  etwas  Glukase,  jedoch  nur  im  Lebergewehe  in  etwas 
ansehnlicher  Quantitiit,  wenn  auch  sehr  viel  weniger,  wie  in  den  genamiten  Pflanzen- 
samen.    Auch  menschlicher  Speichel  enthalt   Spuren  von  Glukase. 

Schliesslich  erlaube  ich  mir  noch,  zu  bemerken,  dass  ich  in  den  Hefezellen  einen 
Körper  gefunden  habe,  welchen  ich  Zymoglukase  nennen  will  und  welcher  unter  ge- 
wissen  Bedingungen  Maltose  in  eine  Substanz  umwandelt,  welcher  durch  M  y  c  o  - 
d  e  r  m  a  leicht  assimiliert  wird.  Meine  Zymoglukase  stirbt  schon  vollstündig  bei 
55"  C,  wahrend  Glukase  (und  auch  Invertase)  dieser  Temperatur  nicht  erliegen,  son- 
dern bis  68"  a  "o"  C  erhitzt  werden  mussen,  ehe  der  Tod  erfolgt.  Inzwischen  hat 
auch  E.  Fischer  Mitteilungen  iiber  die  Existenz  eines  Maltose  zerlegenden  En- 
zvms  in  Hefezellen  gemacht,  und  werden  voraussichtlich  noch  weiter  Mitteilungen 
von  verschiedenen  Seiten  nachfolgen.  Eben  wie  bei  der  Laktase  (das  Enzym  des 
Milchzuckers)  sind  die  Bildungs-  und  Abscheidungsverhaltnisse  der  Zymoglukase 
noch  verwickelter  wie  bei  der  Diastase  und  Glukase. 

Auf  die  sehr  allgemeine  Verbreitung  der  Glukase  (oder  wahrscheinlicher  der 
Zymoglukase)  bei  den  verschiedenartigsten  Schimnielpilzen,  worunter  einzelne  unserer 
gemeinsten  P  e  n  i  c  i  1  1  i  u  m  -,  M  u  c  o  r  -  und  .A  s  p  e  r  g  i  1  I  u  s  arten.  hoffe  ich  bei 
einer  anderen  Gelegenheit  zurückzukommen. 


De  biologische  wetenschap  en  de  bacteriologie. 

Redevoering   gehouden    bij    de   opening    der  Lessen    in  de  Bacteriologie    aan  de  Poly- 
technische School,  Donderdag  26  September   1803,  Delft. 


Mijne  H  e  e  r  e  n  Studenten  en  Gij  Alle  die  dit  uur  met  Uw 
tegenwoordigheid  vereert, 

GeachteToeho  orders!  '  ^ 

Bij  ile  beslissing  over  de  keus  van  een  onderwerp  van  algemeenen  aard,  geschikt 
iini  bij  den  aanvang  mijner  lessen  in  Bacteriologie  te  worden  behandeld,  vond 
ik  mij  geplaatst  voor  een  drietal  gezichtspunten,  wier  beteekenis  mij  voor  de  Poly- 
technische School  zoozeer  gelijkwaardig  toescheen,  dat  ik  mijn  standpunt  onjuist  zou 
omschrijven  door  aan  een  daarvan  voorrang  boven  de  beide  andere  toe  te  kennen. 

Het  geldt  hier  namelijk  de  toevoeging  der  Biologie,  dat  is  van  de  Wetenschap 
van  het  Leven,  als  tak  van  onderwijs  aan  het  stelsel  der  elementaire  wetenschappen, 
waarop  de  toegepaste  gegrondvest  zullen  worden,  aan  de  Wiskunile,  de  Mechanica,  de 
Natuurkunde  en  de  Scheikunde.  In  zoover  heb  ik  met  recht,  bij  deze  onze  eerste 
samenkomst  »Het  Karakter  der  Biologische  Wetenschap»  in  bespreking  te  brengen. 
De  stichting  van  het  Bacteriologisch  Laboratorium,  tluidt  op  de  richting,  welke  hier 
bij  het  Biologisch  onderwijs  op  den  voorgrond  zal  worden  geplaatst,  zoodat  Gij  kunt 
verwachten  van  mij  iets  te  zullen  vernemen  aangaande  mijn  opvattingen  over  «Bac- 
teriologisch Onderwijs  in  dienst  van  de  Biologische  Wetenschap.*  Maar  bij  het 
onderwijs  aan  de  Polytechnische  School  moet  met  de  belangen  der  praktijk  worden 
rekening  gehouden:  »De  Toepassingen  van  de  Bacteriologie  in  het  Praktische  Leven«, 
ziet  daar  derhalve  de  derde  zijde  van  mijn  taak  gelijkwaardig  aan  de  beide  andere. 

De  thans  beschikbare  tijd  zal  mij  slechts  veroörlooven  enkele  losse  grepen  uit  elk 
dezer  drie  onderwerpen  te  doen,  waartoe  ik  mij  de  vrijheid  voorbehoud  door  tot  titel 
dezer  voordracht  te  kiezen:  lyDe  Biologische  Wetenschap  en  de  Bacteriologie^,  en 
daarvoor  verzoek  ik  thans  Uw  aandacht. 

Afgezien  van  de  allebeheerschende  geestesgaven,  welke  wij  met  onze  geboorte 
medebrengen,  laat  zich  de  stelling  verdedigen,  dat  een  praktisch  man  alleen  in  en  door 
de  praktijk  kan  gevormd  worden.  Onderwijs  gedurende  de  leerjaren,  die  aan  de  prak- 
tische vorming  voorafgaan,  kan  niet  meer  beoogen  dan  het  bepalen  eener  ontwikke- 
lingsrichting, het  geven  van  een  vertrouw l>aren  grondslag  om  de  xruchten  van  eigen 
nadenken  en  waarneming  verder  op  te  bouwen  en  tot  een  welingericht  geheel  te  ver- 
cenigen,  waarin  nieuw  verworven  kennis  goed  geplaatst  kan  worden  en  gemakkelijk 
bereikbaar  blijft,  wanneer  pi'aktische  eischen  daaraan   behoefte   zullen  doen  ontstaan. 
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Niets  is  verschillender  dan  de  wijze  waarop  men  iets  weet.  Door  twee  personen 
zal  een  en  hetzelfde  verschijnsel  in  dezelfde  woorden  kunnen  beschreven  worden,  en 
niettemin  zal  bij  den  eene  de  daartoe  vereischte  kennis  vruchtdrasjend  kunnen  wezen 
indien  hem  tevens  het  verband  met  andere  \erschi jnselen  helder  voor  den  geest  staat, 
terwijl  een  ander,  met  even  spoeden  aanlej;,  maar  minder  ingewijd  in  den  samenhan-;; 
van  het  onderwerp  met  aangrenzende  wetenschappelijke  gegevens,  dat  is  in  de  bijzon- 
derheden, toch  in  zijn  kennis  een  kapitaal  zal  kunnen  bc-zitten,  dat  lager  rente  afwerpt. 
De  meer  en  meer  veldwinnende  overtuiging,  dat  men  in  de  bijzonderheden,  in  de 
schijnbare  kleinigheden  moet  treden,  is  een  gevoelen,  dat  eerst  in  onzen  tijd  in  de 
samenleving  is  doorgedrongen,  doorgedrongen  met  voldoende  kracht  om  practische 
gevolgen  mede  te  brengen,  en  deze  zijn  ten  slotte  zichtbaar  geworden  in  ilen  ontzag- 
lijken vooruitgang,  in  ons,  overal  rondom  ons.  De  menschelijke  geest  had  vooral 
vroeger,  maar  heeft  ook  thans  nog  zooveel  neiging  om  zich  in  bespiegelingen  te  ver- 
liezen en  te  gelooven  aan  algemeene  beginselen,  waaruit  zich  alles  laat  afleiden!  Het 
is  nog  niet  heel  lang  geleden,  dat  Schopenhauer,  den  wijsgeer,  die  wereldsyste- 
men uitdenkt  met  den  Mont  Blanc,  den  natuuronderzoeker,  die  feiten  verzamelt  met 
een  molshoop  vergeleek.  Maar  de  Mont  Blanc  is  de  Mont  Blanc  gebleven,  terwijl  de 
molshopen  de  vruchtbaarheid  van  het  aardrijk  hebben  verhoogd. 

De  haarden,  waar  de  overtuiging  van  de  noodzakelijkheid  om  aan  de  nietigste 
verschijnselen  geestkracht  en  nadenken  te  wijden  ontwikkeld  en  aangewakkerd  wordt, 
zijn  vele  en  velerlei.  Een  daarvan  en  voorzeker  een  van  de  machtigste,  moet  gezocht 
worden  in  de  Laboratoriën. 

Daar  is  de  plaats,  waar  de  wetenschappelijke  en  praktische  ontdekkingen  \an  alle 
tijden  als  het  ware  op  nieuw  gedaan  worden,  op  nieuw  gedaan  door  de  leerlingen,  door 
de  dragers  van  de  toekomst.  De  proeven,  welke  aan  de  ontdekkingen  eenmaal  ten 
grondslag  hebben  gelegen,  passeeren  in  alle  bijzonderheden  de  revue,  en  al  die 
kleinigheden,  welke  zich  in  een  voordracht  niet  wel  laten  inlasschen,  maar  wier 
essentieele  beteekenis  toch  niet  is  te  miskennen,  moeten  in  acht  genomen  worden  en 
de  leerling  moet  zich  daarvan  zoo  duidelijk  rekenschap  geven,  dat  hij  de  waargenomen 
verschijnselen  in  zijn  later  leven  nog  met  voldoende  scherpte  zal  zien  om  daarvan 
onder  geheel  andere  omstandigheden  gebruik  te  maken. 

Nieuw  is  deze  beschouwing  voorzeker  in  geenen  deele,  maar  er  zijn  oude  waar- 
heden, welke  steeds  verdienen  herhaald  te  worden,  en  het  behoort  onder  anderen  tot 
den  taak  van  het  onderwijs  dit  tegenover  het  jongere  geslacht  te  doen.  Bovendien  is 
er  in  het  bijzondere  geval,  waarin  ik  voor  U  sta,  ook  bijzondere  reden  om  ile  genoemde 
waarheid  ter  harte  te  nemen,  daar  het  hier  de  Biologische  wetenschap  geldt  ten 
aanzien  waarvan  de  ilenkbeelden  in  de  maatschappij  zoo  geheel  verschillend  zijn  van 
die  met  betrekking  tot  hare  oudere  zusters,  'de  Schei-  en  de  Xatuurkumle. 

Tot  voor  korten  tijd  heeft  de  Biologie  als  wetenschap  in  de  algemeene  schatting 
achter  gestaan  vergeleken  met  de  beide  laatst  genoemde.  Niet  omdat  er  eenig  verschil 
van  gevoelen  bestaat  omtrent  de  ontzaglijke  theoretische  waarde  van  de  gegevens, 
waarmede  zij  rekening  heeft  te  houden,  maar  wel  aangaande  de  praktische  resultaten, 
welke  door  het  wetenschappelijk  biologisch  onderzoek  tot  nu  toe  zijn  verkregen  en  de 
wereld,  die  slechts  zelden  geheel  onrechtvaardig  veroordeelt,  heeft  ook  hier  in  menig 
opzicht  recht.  Maar  de  wetenschap,  welke  ongetwijfeld  voor  de  maatschappij  daar 
is,  wordt  even  ongetwijfeld  door  die  zelfde  maatschappij   voortgebracht  en  gevormd. 
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en  als  de  toestand  der  Biologie  tot  nu  toe,  vergeleken  met  de  andere  natuurweten- 
schappen achterlijk  moet  genoemd  worden,  dan  heeft  de  maatschappij  die  achterlijk- 
heid op  haar  eigen  verantwoording  te  nemen  en  de  middelen  te  beramen  om  daarin 
verbetering  te  brengen.  De  stichting  van  het  Bacteriologisch  Laboratorium  is  een  der 
vele  bewijzen,  dat  de  tijd  der  daden  ook  in  dit  opzicht  is  gekomen. 

Zonderling  zijn  de  denkbeelden,  die  ten  aanzien  van  allerlei  biologische  vraagstukken 
bestaan,  en  die  eigenlijk  geen  denkbeelden  maar  phantasieën  moeten  genoemd  worden. 
Zelfs  op  dit  oogenblik  kan  iemand,  door  een  zoogenoemd  onderzoek,  tot  de  slotsom 
komen,  dat  de  persgist  in  het  brooddeeg  niet  werkt  door  de  aanwezigheid  der  gist- 
cellen,  maar  wel  door  de  bacteriën  welke  er  in  voorkomen.  Beschrijft  hij  dit  in  een 
verhandeling  dan  is  het  volstrekt  niet  onmogelijk,  dat  de  redactiën  van  de  meest 
ernstige  tijdschriften  het  stuk  accepteeren.  Toch  staat  die  bewering  ongeveer  gelijk 
met  de  verklaring,  dat  de  rietsuiker  alleen  gemaakt  wordt  ter  verkrijging  van  de 
verontreinigingen,  welke  daarin  in  enkele  tiende  procenten  aanwezig  zijn,  m.  a.  w. 
met  een  meening,  waarvan  het  belachelijke  met  een  zeer  geringe  hoeveelheid  juiste, 
elementaire  chemische  kennis  kan  worden  ingezien.  Maar  die  kleine  hoeveelheid 
juiste,   elementaire  kennis   is  op   Biologisch  gebied   zoo  nioeielijk   te   verkrijgen! 

Het  is  overigens  dan  ook  gemakkelijk  om  verschillende,  in  de  natuur  der  Biologie 
gelegen  factoren  aan  te  wijzen,  welke  hare  verdieping  als  natuurwetenschap  aanhou- 
dend tegenwerken.  Laat  ons  een  tweetal  van  de  belangrijkste  er  van  iets  nader  in 
ocgenschouw  nemen. 

De  eerste  is  de  ontzettende  Omvang  van  het  Materiaal.  Men  denke  zich  eens  den 
toestand,  waarin  de  scheikunde  thans  nog  zou  verkeeren  wanneer  het  getal  chemische 
elementen  niet  80  of  100  maar  400,000  bedroeg,  dat  is  zoo  ongeveer  het  getal  bekende 
soorten  van  planten  en  dieren,  waarmede  de  tegenwoordigen  Biologie  rekening 
heeft  te  houden !  Zou  dan  niet,  even  als  dit  op  biologisch  gebied  steeds  zoo 
noodzakelijk  is,  e.xtensieve  classificeerende  maar  overigens  improductieve  arbeid  ook 
voor  den  chemicus  onvermijdelijk  zrjn?  terwijl  thans  bijna  elk  scheikundig  onder- 
zoek, dat  nieuwe  feiten  aan  het  licht  brengt,  tevens  tot  een  meerdere  of  mindere  ver- 
dieping dezer  wetenschap  voert.  Men  vergelijke  het  periodische  systeem  der  chemische 
elementen  van  Mendelejeff  met  het  natuurlijke  systeem  van  planten  en  dieren! 
Het  is  de  wiskunstige  kromme  vergeleken  met  den  chaos!  Maar  verstaat  mij  wel, 
ik  wensch  naturlijk  niet  te  beweren,  dat  men,  om  een  goed  bioloog  te  zijn,  met  ontzet- 
tende getallen  van  plant-  en  diersoorten  bekend  moet  zijn,  —  dit  zou  gelijk  staan 
met  de  stelling,  dat  men  geen  goed  scheikundige  zou  kunnen  wezen  zonder  de  eigen- 
schappen van  allerlei  zeldzame  elementen  te  kennen.  Waarop  ik  nadruk  wil  leggen  is 
het  feit,  dat  bij  elk  biologisch  onderzoek  met  den  systematischen  factor  ernstig  moet 
rekening  gehouden  worden  en  dat  hier,  vele  goede  krachten  «ver  de  breedte  verdeeld, 
verhinderd  worden  om  door  samenwerking  door  te  dringen  in  de  diepte.  IJzer  in 
chemischen  zin  is  ijzer,  overal  in  de  heele  wereld  en  alleen  bijmengselen  bepalen 
daarvan  de  practische  waarde  voor  de  industrie.  Maar  biergist  en  biergist  kan  in 
wetenschappelijk  biologischen  zin,  geheel  afgezien  van  bijmengselen,  zóó  verschillend 
zijn,  dat  practische  eischen  aan  de  eene  gesteld  volstrekt  niet  in  de  andere  worden 
teruggevonden.  Bij  een  bezoek  aan  het  Bacteriologisch  Laboratorium  van  de  Brou- 
werijschool  te  München  zag  ik  een  verzameling  van  keurige  dicht  gelakte  F  r  e  u  - 
d  e  n  r  e  i  c  h'sche    fleschjes,    waarin    de    giststammen  bewaard  worden,  welke  uit  de 
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biergisten  van  verschillende  Zuid-Duitsche  bierbrouwerijen  zijn  geïsoleerd  en  waarvan 
van  tijd  tot  tijd,  aan  de  betrokken  brouwers  culturen  teruggezonden  worden,  om  hunne 
gistingen  in  den  gewenschten  toestand  te  behouden.  Mijn  oog  viel  daarbij  op  .\o.  314, 
ik  vernam  dat  dit  volstrekt  geen  fantazienommer  was  en  dat  er  meer  dan  314  biergist- 
stammen,  alleen  in  dat  laboratorium  in  cultuurreeksen  worden  aangehouden.  In  het 
werk  van  Lindner  over  de  mikroskopische  bedrijfscontröle  in  de  gistingsindustrie 
ziet  men  o.  a.  de  photographische  afbeelding  van  Gist  No.  401,  uit  het  Laboratorium 
van  de  Berlijner  school.  Men  denke  zich  den  arbeid  en  de  zorg,  welke  alleen  voor  het 
instandhouden  en  geheel  afgezien  van  het  onderzoek  der  eigenschappen,  van  zulke 
levende  collecties,  die  altijd  door  in  observatie  moeten  blijven,  onvermijdelijk  zijn. 
Overal  op  biologisch  gebied  treft  ons  dit  beginsel  van  uitgebreidheid,  van  zich  in  het 
oneindige  verliezende  verscheidenheid,  en  bijna  elk  biologisch  onderzoek  heeft  be- 
trekking op  materiaal,  waarin  zoodanige  differentieering  eene  rol  speelt.  Het  staat 
daarmede  in  verband,  dat  vele  biologische,  in  het  bijzonder  op  bacteriologisch  gebied 
gelegen  verhandelingen,  veel  van  hun  waarde  missen  doordat  de  organismen,  waarop 
zij  betrekking  hebben  niet  wel  herkenbaar  zijn  uit  de  beschrijvingen,  die  met  onvol- 
doende systematische  kennis  waren  opgesteld.  Geheel  onrechtvaardig  is  het  echter 
om  aan  Pasteur,  die  als  chemicus  en  mineraloog  slechts  een  beperkte  kennis  van 
het  systeem  van  planten  en  dieren  bezit,  in  dit  opzicht  een  tekortkoming  toe  te  dichten, 
gelijk  dit  in  de  literatuur  veelvuldig  geschiedt,  want  het  zijn  juist  zijne  werken  die 
de  bewondering  van  den  ingewijde  afdwingen  door  de  scherpe,  als  het  ware  instinkt- 
matige  waardeering,  waarmede,  daarin  met  de  genoemde  moeielijkheid  rekening  is 
gehouden.  Maar  hij  gebruikt  slechts  zelden  latijnsche  namen  voor  zijn  mikroben  en 
dat  brengt  sommige  critici  in  de  war. 

Behalve  door  den  ontzaglijken  rijkdom  en  omvang  van  het  organische 
leven,  wordt  de  snelle  ontwikkeling  der  Biologie  tegengehouden  door  de  Inge- 
wikkeldheid der  Levensverschijnselen.  Wel  hebben  bij  de  opkomst  van  physika 
en  chemie  de  groote  wijsgeerige  schrijvers  de  blijde  verwachting  uitgesproken, 
dat  ook  de  verschijnselen  van  het  leven  eenvoudige  mechanische  verklaringen  zouden 
vinden,  hetgeen  zoo  krachtig  uitgedrukt  is  in  den  titel  van  het  in  1748  verschenen 
werk  van  Lamettrie,  xl'Homme  machine*,  maar  tegenwoordig,  nu  de  tippen  van 
den  sluier  iets  verder  geligt  zijn,  en  het  socialisme  het  materialisme  begint  terug 
te  drijven,  wordt  het  van  dag  tot  dag  duidelijker,  dat  er  in  al  wat  leeft  beginselen 
werkzaam  zijn,  welke  zich  niet  physisch  en  chemisch  laten  schematiseeren.  Hoezeer 
het  volstrekt  niet  op  mijn  weg  ligt  thans  in  het  breede  uit  te  weiden  over  den  strijd 
tusschen  »Mechanisme«  en  »\'italisme«  welke  dientengevolge,  maar  niettemin  onver- 
wacht, in  den  laatsten  tijd  opnieuw  is  ontbrand,  zoo  wensch  ik  daarbij  toch  enkele 
oogenblikken  stil  te  staan,  daar  er  niets  is.  waardoor  het  eigenaardige  karakter  van 
de  Biologische  onderzoekingen,  in  tegenstelling  tot  de  chemische  en  physische, 
scherper  aan  het  licht  komt,  dan  juist  door  de  mogelijkheid  van  het  vernieuwde 
ontbranden  van  dien  ouden  strijd,  alsmede  door  de  natuur  der  strijdige  onder- 
werpen. 

Volgens  het  Mechanisme  zijn  de  eigenschappen  van  de  levende  stof  het  gevolg 
van  de  ingewikkelde  chemische,  physische  en  morphologische  samenstelling  er  van, 
en  moet  de  mogelijkheid  hunner  verklaarbaarheid  daaruit  erkend  worden,  evenals 
het  mogelijk  is.  dat  de  eigenschappen   van  het  water  en   het   ijs  eenmaal   zullen   ver- 
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klaard  worden  uit  die  van  de  waterstof  en  de  zuurstof  en  de  ons  bekende  krachten 
van  de  anorganische  natuur. 

Volgens  het  Vitalisme  zijn  er  in  alle  levende  wezens,  de  hoogste  zoowel  als  de 
laagste,  beginselen  werkzaam,  die  zoodanige  verklaarbaarheid,  bij  den  tegenwuordigen 
toestand  der  wetenschap  onmogelijk  doen  schijnen. 

Mechanisten  en  Vitalisten  zijn  beide  diep  doordrongen  van  de  éénheid  van  het 
leven.  De  nieuwere  biologische  onderzoekingen  brengen  van  jaar  tot  jaar,  van  dag 
tot  dag  grooter  eenstemmigheid  in  de  opvatting,  dat  niet  alleen  de  hoogere  maar  zelfs 
de  allerlaagste  organismen,  dat  is  de  bacteriën,  de  lagere  wieren,  de  amoeben,  de  mona- 
den, uit  een  stof  van  een  uiterst  ingewikkelden  bouw  bestaan,  welke  uit  een  chemiscli 
en  physisch  oogpunt  door  het  gansche  organische  leven  dezelfde  samenstelling  schijnt 
tc'  bezitten  en  ook  niet  verschilt  van  de  materie,  waaruit  ons  eigen  lichaam  zich  ont- 
wikkelt. Deze  stof  is  het  protoplasma,  men  kan  met  recht  zeggen,  dat  aan  de  studie 
daarvan  de  Biologische  wetenschap  in  haar  ganschen  omvang  gewijd  is.  Hoe  meer 
onze  kennis  van  het  protoplasma  toeneemt,  des  te  grooter  en  principieeler  blijken  de 
verschillen  daarvan  met  alle  andere  ons  bekende  niet  levende  stoffen  te  zijn,  en  dieper 
endieper slaat deovertuigingwortel van  het  bestaan  eener  klove  tusschen  de  doode  en  de 
levende  natuur,  welke  bij  onze  tegenwoordige  kennis  niet  overbrugd  kan  worden.  Wel 
is  waar  gelooven  de  Mechanisten,  en  het  is  ook  mijn  overtuiging,  dat  het  gelukken 
zal  om  in  de  toekomst  nog  veel  lager  staande  levende  wezens  te  ontdekken  dan  de 
eenvoudigste  thans  bekende,  en  die  de  klove  zullen  kunnen  aanvullen,  maar  wij 
moeten  ons  vooralsnog  met  het  geloof  aan  de  mogelijkheid  dier  ontdekking  tevreden- 
stellen. In  elk  geval  moeten  de  telkens  herhaalde  popiiigen  om  aan  de  chemische  fer- 
menten of  enzymen  deze  overgangsplaatsing  toe  te  kennen,  als  mislukt  worden 
beschouwd,  reeds  om  den  eenvoudigen  reden,  dat  de  eigenlijke  hoofdkenmerken  van 
al  wat  leeft,  namelijk  de  voeding,  de  groei  en  de  vermenigvuldiging  bij  de  enzymen 
volkomen  ontbreken,  hetgeen  opzettelijk  daartoe  genomen  proeven  met  de  diastase 
mij  overtuigend  geleerd  hebben. 

De  Vitalisten  zijn  van  de  éénheid  van  het  leven  zoo  zeer  overtuigd,  dat  zij  zelfs 
de  hoogste,  de  psychische  of  zielseigenschappen  van  den  mensch  terug  meenen  tc 
vinden  in  de  levensuitingen  de  allerlaagste  organische  schepselen,  en  de  trert'ende 
overeenstemming  tusschen  de  eigenschappen  van  de  weefselcellen  der  hoogere  or- 
ganismen met  die  van  het  geheele  lichaam  der  lagere  eencellige  wezens,  voert  hen 
tot  het  besluit,  dat  in  elke  cel,  zoowel  in  de  zenuwcel  van  de  hersenen  van  den  den- 
kenden mensch  als  in  de  groene  cel  van  een  grasblad,  in  een  gistcel  zoowel 
ais  in  de  kleinste  bacterie,  in  het  niikroskopische  slijniklompjc,  waaruit 
het  lichaam  der  amoebe  bestaat  en  in  dat  van  de  aan  de  grens  van  ons 
waarnemingsvermogen  staande  mikromonade,  dat  daarin  overal  een  psychische  factor 
werkzaam  is,  waarvan  alleen  het  bestaan  zeker  is,  maar  waarvan  de  diepere  studie 
zich  aan  alle,  ons  tot  nu  toe  ten  dienste  staande  onderzoekingsniiddelen  onttrekt,  en 
die  eerst  dan  als  een  voorwerp  van  wetenschappelijk  onderzoek  zal  kunnen  behandeld 
worden,  wanneer  het  zal  zijn  gelukt  de  zielseigenschappen  van  den  mensch  door 
quantitatieve  methoden  te  meten  en  nader  te  leeren  kennen.  \\'\j  zijn  daarvan  echter 
nog  ver  verwijderd,  want  het  eigenaardige  karakter  van  de  psychische  eigenschappen 
van  ons  zelve  is  daarin  gelegen,  dat  ons  de  middelen  ontbreken,  niet  alleen  om  daar- 
van de  kwaliteiten   in  maat  of  gewicht  uit   te  drukken,   maar  zelfs,  om  door  de  taal, 
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daarvan  adaequate  beschrijvingen  op  te  stellen.  Vooralsnog  staan  wij  daar  tegenover 
als  de  stille  beschouwer  tegenover  de  onbereikbare  sterren  aan  den  nachtclijken  hemel. 

De  opvatting  der  Mechanisten  verschilt  in  een  belangrijk  opzicht  van  die  der 
Vitalisten,  zij  zijn  overtuigd,  dat  de  groeiende,  zich  voedende  en  voor  deeling  vatbare, 
in  het  kort  de  levende  stof,  in  haar  meer  eenvoudige  gedaante  bestaanbaar  is  zonder 
zoodanige  samengestelde  psychische  eigenschappen,  en  dat  deze  laatste  sich  langzaam 
ontwikkeld  hebben,  nieuw  geboren  zijn,  met  het  algemeene  ontwikkelings-  en  vervol- 
makingsproces,  waaraan  het  organische  leven  in  den  loop  der  tijden  is  onderworpen 
geweest.  Het  Verstand  dwingt  den  onbevooroordeelden  natuuronderzoeker  zich  bij 
de  Mechanisten  aan  te  sluiten,  zelfs,  wanneer  zijn  Gevoel  zich  niet  door  de  rede  laat 
breidelen,  die  hier  alleen  door  de  analogie  en  niet  door  het  directe  bewijs  over- 
tuigen kan. 

Overigens  kunnen  de  vertegenwoordigers  van  de  beide  kampen  in  een  andere 
richting  met  elkander  samengaan:  in  de  overtuiging  van  den  ontzaglijk  samenge- 
stelden  bouw  van  het  protoplasma,  waaruit,  volgens  de  thans  heerschende  meening, 
zelfs  de  laagste  tot  nu  toe  bekende  levende  wezens  bestaan,  en  waarin  een  complex 
van  grondeigenschappen  voorkommt,  voeding,  stofwissel,  groei,  vermenigvuldiging 
door  deeling,  prikkelbaarheid,  die  geheel  vreemd  zijn  aan  de  doode  stof,  en  daarin, 
maar  wellicht  ook  daarin  alleen,  is  de  kracht  van  de  vitalistische  en  de  zwakte  der 
mechanistische  opvatting  van  het  leven  gelegen. 

Deze  gecompliceerde  bouw,  in  verband  met  de  vele  mislukte  proeven  om  organisch 
leven  uit  de  doode  organische  stof  te  doen  ontstaan, hebben  bij  vele  der  diepstedenkers 
de  onoverkomelijkheid  van  de  klove,  waardoor  de  levende  wezens  van  de  doode  stof 
zijn  gescheiden,  als  het  ware  tot  een  wetenschappelijk  geloofsartikel  doen  worden, 
waardoor  zij  zich  genoodzaakt  hebben  gezien  eene  aannemelijke  oplossing  te  zoeken 
^■oor  de  vraag:  Indien  het  leven  hier  op  aarde  niet  ontstaat,  hoe  is  het  dan  hier  ge- 
komen? \'oor  hen,  die  onbekend  mochten  zijn  met  het  gelijkluidend  antwoord,  dat 
in  1865  door  Richter  en  later  door  een  der  grootste  leermeesters  van  onzen  tijd, 
riamelijk  Sir  W'  i  1  1  i  a  m  Thomson,  thans  Lord  K  e  1  v  i  n  ,  daarop  is  gegeven,  het 
volgende. 

Thomson  was  in  1871  voorzitter  van  de  British  Associaticm,  vergaderd  te 
Edinburgh.  Hij  heeft  toen  een  merkwaardige  en  zeldzaam  inhoudrijke  redevoering 
uitgesproken,  die  wijd  en  zijd  is  bekend  geworden  onder  anderen  door  zijn  beschou- 
wingen over  den  oorsprong  van  het  leven. 

Thomson  verklaart  volkomen  overtuigd  te  zijn  door  de  gronden,  welke 
Huxley  een  jaar  te  voren,  als  voorzitter  der  British  Association,  vergaderd  te 
Liverpool,  voor  de  noodzakelijkheid  van  het  verwerpen  der  hypothese  van  de  Abio- 
genesis,  dat  is  van  het  ontstaan  van  leven  uit  de  doode  stof,  en  voor  de  noodzakelijk- 
heid van  het  aannemen  van  de  theorie  de  Biogenesis,  zooals  Huxley  het  uitdrukt, 
dat  is  voor  de  theorie,  dat  geen  leven  zonder  voorafgaand  leven  ontstaat,  had  aan- 
gevoerd. Thomson  zegt:  »Ik  verklaar,  dat  de  bewijsgronden,  welke  Professor 
Huxley  bijeen  heeft  gebracht,  op  mij  een  diepen  indruk  hebben  gemaakt,  en  ik  ben 
bereid  om  aan  te  nemen,  als  een  artikel  van  wetenschappelijk  geloof,  door  de  gansche 
wereldruimte  en  door  alle  tijden  waar,  dat  het  leven  uit  het  leven  ontstaat,  en  uit 
niets  anders  dan  uit  het  leven«.  T  h  o  m  s  o  n  wijst  er  dan  op  dat  ile  aarde  eenmaal  in 
een    gloeiend    vloeibaren    toestand    heeft   verkeerd,   waarop    geen  le\  en   kon   l)eslaan. 
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Toen  de  aartle,  tengevolge  ^•an  afkoeling  bewoonbaar  werd,  moest  tlaarop  dus  het 
leven  van  buiten  worden  aangevoerd,  en  hij  treedt  in  een  nadere  beschouwing  over  de 
wijze,  waarop  hij  zich  voorstelt,  dat  dit  door  meteorsteenen  kan  zijn  geschiedt,  welke 
hij  beschouwt  als  de  verspreiders  van  het  leven  door  de  wereldruimte,  gelijk  het 
drijfhout  op  den  oceaan  allerlei  plantenzaden  naar  verwijderde  eilanden  voert.  Hij 
zegt  ten  slotte:  »De  hypothese,  dat  eenig  leven  werkelijk  door  fragmenten  van  de 
ruinen  van  een  andere  wereld  op  deze  aarde  gebracht  is,  moge  wild  en  visionnair 
schijnen,  het  eenige  wat  ik  beweer  is,  dat  die  hypothese  niet  onwetenschappelijk  is«. 
In  de  editie  zijner  redevoeringen,  welke  in  1894  opnieuw  is  uitgegeven,  dus  23  jaar 
later,  voegt  hij  nog  aan  de  laatste  zinsnede  toe:  »en  dat  die  hypothese  niet  met  recht 
onwaarschijnlijk  kan  genoemd  worden. « 

Natuurlijk  heeft  deze  beschouwing  bestrijding  uitgelokt.  De  astronoom  Z  ö  II  - 
ner  brandmerkt  haar  als  volkomen  onwetenschappelijk.  Pasteur  zwijgt.  Carl 
Vogt  lacht:  »Zoo  zou  dan  het  organische  leven  de  wandelende  jood  zijn  van  de 
wereldruimte,  onzeker  en  eindeloos  rondzwervend  van  planeet  tot  planeet.*  De 
beroemde  plantkundige  Nageli  zegt  nog  in  1884,  toen  de  theorie  der  Biogenesis 
reeds  zoovele  rijke  vruchten  had  afgeworpen:  »het  loochenen  van  het  ontstaan 
van  het  leven  uit  de  doode  stof,  staat  gelijk  met  het  verkondigen  van  een  wonder «c. 
Maar  niemand  minder  dan  H  e  1  m  h  o  1  t  z  heeft  het  zuiver  wetenschappelijke 
karakter  van  T  h  o  m  s  o  n's  hypothese  verdedigd,  en  indien  mannen  wier  oordeel 
zooveel  gewicht  in  cle  schalen  der  wetenschap  legt  zich  daarvoor  verklaren,  is  het 
niet  vreemd,  dat  er  kringen  van  geleerden  worden  gevonden,  welke  in  de  »eeuwigheid 
van  het  leven«  gelooven,  zooals  vele  scheikundigen  tegenwoordig  gelooven  aan  de 
eeuwigheid  der  chemische  elementen. 

Vele  bacteriënsporen  kunnen  langdurig  in  een  luchtledige  ruimte  bij  volkomen 
afwezigheid  van  water  en  bij  de  laagste  tot  nu  toe  onderzochte  temperaturen  levend 
blijven.  Hun  voortbestaan  als  levende  kiemen  in  de  ledige  wereldruimte  gedurende 
een  reeks  van  jaren,  waarvan  wij  de  langdurigheid  vooralsnog  niet  kuimen  beoor- 
deelen,  is  derhalve  denkbaar.  Een  beroemd  Duitsch  natnurvorscher,  de  plantkundige 
C  o  h  n  ,  heeft  op  grond  daarvan  de  meening  uitgesproken,  dat  in  de  lucht  zwevende 
bacteriën-kiemen,  aan  de  grens  der  aardatmospheer  gekomen,  wellicht  met  een 
gedeelte  van  de  atmospheer  de  aarde  kunnen  verlaten,  en,  door  de  wereldruimte  naar 
andere  sterren  en  planeten  gevoerd,  daarop  gunstige  gelegenheid  voor  verdere  ont- 
wikkeling kunnen  aantrefïen.  Het  komt  mij  echter  voor,  dat  de  hypothese  in  dezen 
vorm  nog  minder  aannemelijk  is  dan  zooals  Thomson  die  heeft  opgesteld,  daar 
het  moeilijk  is  om  aan  te  nemen,  dat  stofdeeltjes  van  de  afmeting  van  bacteriën- 
kiemen,  die  duizende  malen  grooter  zijn  dan  de  luchtmolekulen,  werkelijk  aan  de 
grens  van  de  atmospheer  zouden  kunnen  komen,  en  nog  moeielijker  om  in  te  zien  hoe 
zij  zich  dan  geheel  van  de  aantrekking  der  aarde  zouden  kumien  losmaken. 

\V'at  de  hypothese  van  T  h  o  m  s  o  n  betreft  schijnt  liet  mij  overigens  toe,  dat 
daaraan  eerst  dan  een  wetenschappelijk  karakter  zal  kuimen  worden  toegekend, 
wanneer  zich  laat  aantoonen,  dat  de  toestand  van  het  latente  leven  in  sommige  or- 
ganische wezens,  zoo  goed  als  oneindig  lang  kan  voortbestaan,  want  het  doorloopen, 
zelfs  met  planetarische  snelheden,  van  de  ontzettende  afstanden,  waardoor  de  zonne- 
stelsels van  elkander  gescheiden  zijn,  vereischt  het  aannemen  \  an  de  mogelijkheid 
dezer  oneindige  langdurigheid. 
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Maar  hoe  lang  kunnen  plantenzaden,  bateriënsporen,  gedroogde  raderdiertjes  ot 
dierlijke  eieren  bewaard  worden  zonder  hun  levensvatbaarheid  te  verliezen?  Wij 
weten  het  niet.  Nog  voor  weinige  jaren  dachten  de  meeste  plant-  en  dierkundigen, 
dat  die  tijd  slechts  kort  was  en  hoogstens  eenige  tientallen  van  jaren  kon  omvatten. 
Maar  er  zijn  altijd  twijfelaars  geweest  en  opzettelijke  proefnemingen  hebben  juist 
in  den  allerlaatsten  tijd  overtuigend  bewezen,  dat  de  tientallen,  onde  bijzondere 
omstandigheden  in  elk  geval  tot  enkele  honderdtallen  kunnen  worden.  Professor 
Peter  te  Göttingen  ontdekte  namelijk,  dat  in  den  grond  van  sommige  bosschen, 
die  in  lang  vervlogen,  maar  historisch  nauwkeurig  bekenden  tijd,  op  bouw-  en  wei- 
landen zijn  aangelegd,  de  zaden  van  vele  onkruiden,  die  eenmaal  op  de  laatste  ge- 
groeid hebben,  maar  in  de  schaduw  der  bosschen  niet  tot  ontwikkeling  kunnen  komen, 
kiembaar  zijn  gebleven  en  door  blootstelling  van  den  grond  aan  licht  en  lucht  kunnen 
opkomen.  Het  feit  is  verrassend,  maar  naar  het  mij  voorkomt  goed  bewezen  en  van 
groot  praktisch  en  theoretisch  belang. 

Het  valt  niet  te  ontkennen,  dat  de  opvatting  van  de  éénheid  van  het  leven,  door 
de  geheele  wereldruimte  en  door  alle  tijden,  een  grootsche  gedachte  is,  en  dat  zij 
een  tastbaren  vorm  geeft  aan  het  principieele  verschil,  dat  er  schijnt  te  bestaan 
tusschen  al  wat  leeft  en  de  doode  stof. 

Maar  welke  beslissing  de  wetenschap  ten  slotte  van  dit  nog  raadscivolle  vraagstuk 
zal  uitspreken,  hetzij  de  minder  waarschijnlijke  van  de  eeuwigheid  van  het  leven, 
of  de  meer  aanemelijke  van  het  telkens  opnieuw  ontstaan  daarvan  bij  de  vernieuwde 
formatie  van  een  wereld,  of  ook,  aanhoudend  ontstaan  van  leven,  ook  heden  nog, 
rondom  ons,  langs  wegen,  welke  thans  nog  niet  vermoed  worden,  —  zooveel  staat 
vast,  dat  uit  het  praktische  oogpunt  met  de  eeuwigheid  er  van  moet  gerekend  wor- 
den. Dit  feit  is  even  karakteristiek  voor  den  hedendaagschen  toestand  der  Biologie 
als  het  andere,  dat  vele  van  de  beste  denkers  op  physisch  en  physiologisch  gebied 
geen  middel  zien  om  de  krachten  der  anorganische  natuur  aansprakelijk  te  stellen 
voor  de  werkingen   van   het  organische   leven. 

Onze  onbekendheid  met  het  wezen  der  krachten,  welke  op  biologisch  gebied  de 
hoofdrol  spelen,  hebben  hier  het  verkrijgen  van  praktische  resultaten  door  middel 
van  systematisch  en  welgericht  onderzoek  meestal  verijdeld.  Vooralsnog  ligt 
er  in  de  meeste  verschinjnselen  van  het  leven  iets  volkomen  onberekenbaars,  en 
de  belangrijkste  ontdekkingen  op  dit  veld  brengen  ons  door  hun  aard,  door 
hun  schijnbare  eenvoudigheid,  de  vraag  op  de  lippen:  waarom  eerst  thans,  de  weten- 
schap scheen  daarvoor  reeds  lang  geleden  gerijpt  te  zijn.  Gewoonlijk  zijn  groolc 
ruttige  toepassingen  hier  eerst  bereikt  nadat  een  door  toeval  of  door  rondtasten  in 
het  duister  verkregen,  meer  of  minder  duidelijk  gezichtspunt,  geniale  mannen  met 
praktischen  aanleg,  soms  onmiddellijk,  meestal  na  langdurig,  meer  uit  grepen  dan 
uit  intensieven  arbeid  bestaand  onderzoek  op  het  rechte  spoor  had  gebracht.  Eer  ik 
tot  de  bespreking  van  de  wetenschappelijke  beteekenis  der  Bacteriologie  overga,  die 
juist  dit  meer  systematische,  dit  intensievere  onderzoek  op  het  gebied  der  toegepaste 
Biologie  begunstigt,  wensch  ik  mijn  nieening  door  een  paar  voorbeelden  op  te  hel- 
deren. Beide  zijn  ontleend  aan  het  gebied  der  plantenziekten,  beide  zijn  van  geheel 
overeenkomstigen  aard,  de  bestrijding  van  de  voor  den  ooftbouw  zoo  uiterst  nadeelige 
plantenluizen.    Maar  welk  een  verschil  in  de  middelen! 

Mijn  eerste  voorbeeld  betreft  den  gelukkigen  onderzoeker  die  onmiddellijk  slaagt. 

M.  \V.  Beijerinck,   Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  " 
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Het  geldt  de  \  fniietiging  eener  op  de  rijpe  vruchten  levende  schildluis  (Icerya 
Purchasi)  in  de  oranjeappelplantages  van  Florida,  welke  daardoor  met  ondergang 
werden  bedreigd.  De  Amcrikaansche  regeering  zond  er  den  Rijksentomoloog  R  i  1  e  y 
heen.  Hij  herkende  in  het  schadelijke  insect  een  bewoner  van  -Australië,  dat  daar 
eveneens  op  de  oranjeappels  leeft,  maar  zonder  schade  aan  te  richten.  Hij  begeeft 
zich  naar  Australië,  onderzoekt  de  leefwijze  der  schildluis  en  ontdekt  een 
kevertje,  dat  zich  daarmede  voedt  en  in  Florida  niet  voorkomt.  Zou  dit 
kevertje  wellicht  de  oorzaak  van  de  zeldzaamheid  der  schildluis  in  Australië  zijn? 
Het  kevertje  wordt  meegenomen  en  in  Florida  ingevoerd.  Spoedig  daarna  begint 
de  schildluis  uit  de  plantages  te  verdwijnen  en  de  oranjeappelcultuur  is  voor  Florida 
gered.  De  gelukkige  geleerde  noemde  in  de  blijdschap  zijns  harten  zijn  vijfde  dochtertje 
Vedalia,  —  zoo  is  de  naam  van  het  nuttige  kevergeslacht. 

En  nu  het  andere  geval.  Dit  laat  zich  niet  in  zoo  weinige  woorden  beschrijven. 
De  druifluis  Phylloxera  vastatrix)  is  een  Amerikaansch  insekt,  dat  aan  de  wortels 
van  den  wijnstok  leeft.  In  1863  is  het  voor  't  eerst  in  Europa  waargenomen  en  in 
1882  waren  er  alleen  in  Frankrijk  reeds  omstreeks  2M  millioen  hectaren  wijnberg- 
gronden  totaal  door  verwoest.  Den  eersten  stap  op  den  weg  der  bestrijding  deed 
P  1  a  n  c  h  o  n.  Door  de  waarneming  van  het  feit,  dat  de  wortels  der  Amerikaansche 
druiven  niet  van  de  druifluis  lijden,  terwijl  deze  druiven  echter  door  hunne  mindere 
edele  eigenschappen  onmogelijk  de  fransche  kunnen  vervangen,  kwam  hij  op  de  ge- 
dachte om  de  fransche  variëteiten  op  amerikaansche  wildlingen  te  enten.  De  ver- 
kregen planten  waren  bestand  tegen  de  druifluis,  —  maar  zij  waien  niet  bestand 
tegen  het  fransche  klimaat. 

Toen  werd  aan  den  plantkundige  M  i  1 1  a  r  d  e  t ,  door  de  Phylloxeracommissie  van 
de  Akademie  von  Wetenschappen  te  Parijs,  de  opdracht  gegeven  om  in  Amerika 
druivensoorten  op  te  sporen,  welke  het  fransche  klimaat  wel  konden  verdragen. 
M  i  1 1  a  r  d  e  t  deed  met  dat  doel  een  reis  door  de  Vereenigde  Staten  en  keerde  met 
de  Vitis  Riparia  terug.  De  fransche  druiven  werden  daarop  geënt  en  de  verkregen 
planten  waren  bestand  zoowel  tegen  de  druifluis  als  tegen  het  fransche  klimaat,  — 
maar  zij  bleken  niet  bestand  zijn  tegen  het  hooge  kalkgehalte  van  meer  dan  i  million 
hectaren  der  fransche  wijnbergen. 

Daarom  werd  in  1878  \n  a  1  a  uitgezonden.  Hij  kreeg  de  opdracht  om  een  kalk- 
minnende  amerikaansche  druif  te  zoeken,  tevens  bestand  tegen  de  druifluis  en  tegen 
het  klimaat  van  Frankrijk. 

V  i  a  1  a  bracht  uit  Texas  de  Vitis  Berlandièri  mede,  die  wel  is  waar  aan  alle 
gestelde  eischen  voldeed,  maar  in  een  niet  verwachte  richting  te  kort  schoot,  —  de 
vegetatieve  verwantschap  daarvan  tot  de  fransche  druiven  was  zoo  gering,  dat 
daarop  onmogelijk  kon  geënt  worden,  zoo  dat  hare  ontdekking  nutteloos  dreigde  te 
worden. 

Maar  toen  kwam  M  i  1  1  a  r  d  e  t  op  nieuw  te  hulp  en  zette  de  kroon  op  het  werk 
door  ook  deze  moeielijkheid  weg  te  ruimen:  Hij  voerde  de  hybridisatie  van  Vitis 
Berlandièri  in,  om  de  te  geringe  vegetatieve  verwantschap  daarvan  tot  de 
europesche  druiven  in  de  hybriden  te  verhoogen.  Hij  bestocjf  daartoe  de  gecastreerde 
bloemen  van  die  soort  met  het  stuifmeel  der  fransche  variëteit  chasselas.  Er  ont- 
stonden vruchten  met  kiembare  zaden,  waaruit  bastaarden  opkwamen  met  groote  vege- 
tatieve verwantschap  tot  de  fransche  variëteiten,  welke  daarop  gemakkelijk  konden 
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geënt  worden  en  planten  opleverden  bestand  tegen  de  druitluis,  bestand  tegen  het 
klimaat,  bestand  tegen  een  gehalte  van  23  tat  65%  koolzure  kalk  in  den  bodem.  Van 
(lat  oogenblik  af  aan  staat  het  vast,  dat  alle  wijngaarden  van  geheel  Frankrijk  met 
zekerheid  kunnen  geregenereerd  wonlen,  zoodat  een  der  rijkste  broinien  \an  welvaart 
voor  dat  land  gered  is. 

Ik  heb  deze  twee  voorbeelden  gekozen  omdat  zij  naar  mijn  oordeel  op  karak- 
teristieke wijze  de  biologische  wetenschap  illustreeren.  Hoe  eenvoudig  in  schijn,  hoe 
uiterst  gecompliceerd  in  werkelijkheid  zijn  de  toegepaste  middelen!  Uit  welke 
theorieën  van  de  structur  en  de  eigenschappen  van  de  levende  stof  zal  zich  ooit  zoo- 
danige oplossing  van  een  biologisch  vraagstuk  vooraf  laten  voorspellen  of  berekenen? 
Terecht  heeft  de  fransche  anatoom  Bichat  gezegt:  »Le  propre  des  phénomènes  de 
la  vie  est  de  se  soustraire  a  tout  calcul«.  Een  wetenschap,  die  op  zulk  een  vreemde  en 
onzekere  wijze  tot  hare  de  maatschappij  belangrijkste  resultaten  komt,  wordt  als 
het  ware  alleen  door  de  ingewijden  als  wetenschap  waargenommen  en  kon  nmeielijk 
in  de  eigenlijke  beteekenis  van  het  woord  populair  worden. 

Dit  standpunt  heeft  de  Biologie  dan  ook  eerst  in  den  allerlaatsten  tijd  bereikt 
en  ongetwijfeld  heeft  de  Bacteriologie  veel  daartoe  bijgedragen. 

Ontstaan  als  een  verwaarloosd  deel  der  plantkunde,  en  vóór  het  jaar  1880  nog 
niet  eens  als  zelfstandige  wetenschap  benoemd,  is  deze  jongste  tak  der  Biologie  plot- 
seling op  den  voorgrond  getreden  door  hare  uitgebreide  diensten  op  medisch  gebied 
en  voor  het  praktische  leven.  Daarnaast  bezit  zij  nog  een  andere  eigenschap,  welke 
naar  het  mij  voorkomt  vooraf  onder  Uwe  aandacht  verdient  gebracht  te  worden.  Ik 
bedoel  hare  groote  beteekenis  voor  het  onderwijs  in  en  voor  de  beoefening  van  de 
biologische  wetenschap  in  het  algemeen. 

De  Bacteriologie  heeft  hare  wording  te  danken  aan,  haar  eigenlijke  kracht  is  ge- 
legen in  de  strenge  en  juiste  toepassing  van  physiologische  methoden  van  onderzoek. 
Ik  moet  mij  veroorhjven  hier  enkele  oogenblikken  bij  het  geven  van  een  definitie 
stil  te  staan.  Wat  is  physiologisch,  waardoor  onderscheidt  biologisch  zich  van 
physiologisch  onderzoek?    Dit  zal   door  het  volgende  voorbeeld  duidelijk  worden. 

De  werktuigkundige,  die  volledige  kennis  van  een  bepaald  stoomwerktuig  wenscht 
Ie  erlangen,  moet  daartoe  drie  onderzoekingswegen  volgen:  een  weg  van  Historisch, 
een  weg  van  Statisch,  een  weg  van  Dynamisch  onderzoek.  De  historie  der  machine 
omvat  alles  wat  betrekking  heeft  op  hare  wording;  het  meeste  daar\  :ui  beslaat  uit 
de  gedachtebeelden  \an  de  uit\inders  en  constructeurs  \  au  vroeger  tijden,  het  overige 
kan  alleen  van  den  leverancier  worden  vernomen.  Het  statisch  onderzoek  maakt 
bekend  met  alle  onderdeden  der  geheel  uit  elkander  te  nemen  machine;  de  vuren 
moeten  voor  dat  onderzoek  worden  uitgedoofd.  Maar  voor  het  dynamisch  cuiderzoek 
moeten  de  kolen  branden ;  de  transformatie  der  energie,  het  bewegingsdiagrani,  het 
nuttigeffect  der  kolen,  kunnen  niet  met  uitgebluschte  haarden  worden  bepaald. 

Evenzoo  de  bioloog.  Zijn  object  is  het  levende  object,  en  alle  deelen  er  van  in 
levenden  en  dooden  toestand.  Ook  zijn  onderzoek  ist  drieledig.  Zijn  Historisch  on- 
derzoek bestaat  in  het  vaststellen  der  systematische  verwantschap,  waartoe  de 
voorouders  en  de  verwanten  van  het  voorwerp  zijner  studie  moeten  spreken,  en 
in  het  bepalen  der  levenscondities,  waaraan  dat  bei)aal(le  voorwerp  onderworpen  is 
geweest  en  die  uit  de  plaats  van  het  voorkomen  kunnen  afgeleid  worden.  Boven 
werd  op  de  beteekenis  van  dit  deel  van  zijn  taak  reeds  gewezen. 
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Zijn  Statisch  onderzoek  kan  worden  uitgevoerd,  nadat  het  voorwerp  is  gedood, 
langs  anatomischen,  chemischen  physischen  weg. 

Zijn  Dynamisch  onderzoek  heeft  betrekking  op  de  krachten  van  het  leven  zelve: 
wie  deze  wil  leeren  kennen  zal  niet  beginnen  met  het  leven  in  den  drager  te  ver- 
nietigen. 

De  Biologie  in  het  algemeen  bestaat  uit  de  vereeniging  dezer  drie  richtingen,  de 
Physiologie  is  dat  gedeelte  er  van,  dat  zich  met  het  Dynamische  onderzoek  bezig- 
houdt.  De  Physiologie  zou  Dynamische  Biologie  kunnen  genoemd  worden. 

Het  is  de  aanwezigheid  van  deze  physiologische  richting  in  een  biologisch  onder- 
zoek, welke  daarop  den  karakteristieken  stempel  drukt,  en  aan  het  meer  en  meer  op 
den  voorgrond  treden  daai^an  op  mikroskopisch  gebied,  is  een  groot  deel  van  den 
vooruitgang  te  danken,  waaraan  in  den  laatsten  tijd  de  meeste  takken  van  de  weten- 
schap van  het  leven  hebben  deelgenomen. 

Wij  keeren  daarmede  tot  de  Bacteriologie  terug,  wier  kracht  is  gelegen  in  stelsel- 
matig genomen  proeven,  berustende  op  de  juiste  en  strenge  toepassing  van  physiolo- 
gische onderzoekingsmethoden.  Daardoor  is  de  erkentenis  verworven  van  de  rol, 
welke  de  mikroskopische  wereld  speelt  in  tal  van  richtingen,  waar  hare  aanwezigheid, 
zelfs  door  de  geleerden  vroeger  nauwelijks  vermoed,  hare  groote  beteekenis  door  ieder 
met  veirassing  is  waargenomen.  De  Bacteriologie  is  zoodoende  tot  een  belangrijk 
onderdeel  der  Biologische  wetenschap  in  het  algemeen  geworden  en  het  is  voor  eenige 
besprekingen  van  hare  beteekenis  in  dat  opzicht,  dat  ik  thans  Uw  aandacht  heb  te 
verzoeken. 

Dit  onderwerp  blijkt  bij  nadere  beschouwing  omvangrijk  te  zijn.  Het  is  inder- 
daad opmerkelijk  hoe  groot  het  getal  vragen  van  algemeen  biologisch  belang  is,  welke, 
overgebracht  op  bacteriologisch  gebied  in  scherpte  winnen,  beantwoording  veeleer 
mogelijk  doen  schijnen,  dan  zoolang  zij  gesteld  worden  ten  opzichte  van  de  hoogere 
planten  en  dieren.  De  reden  van  deze  belangrijke  omstandigheid  ligt  in  de  gemak- 
kelijkheid, waarmede  door  toepassing  der  bacteriologische  voorschriften  allerlei  mi- 
krobensoorten,  kunnen  verkregen  worden,  die  de  dragers  zijn  van  physiologische 
eigenschappen,  welke  men  vroeger  alleen  kende  bij  cellen,  deeluitmakende  van 
weefsels  van  samengestelden  bouw  bij  hoogere  organismen  en  slechts  uiterst 
moeielijk  voor  experimenteel  onderzoek  toegankelijk.  Alle  mikroben  zijn  éénzellige 
wezens,  —  cellen  in  de  meest  eenvoudige  gedaante.  Hun  levensleer  is  derhalve  cel- 
physiologie,  en  zoodoende  wordt  ons  het  naast  bereikbare  ideaal  van  de  physiologie 
der  hoogere  wezens,  dat  ook  niets  anders  is  dan  celphysiologie,  bij  het  bacteriologisch 
onderzoek  nader  gebracht.  De  grootere  eenvoudigheid,  waarmede  bacteriologische 
proeven  van  essentieel  biologisch  belang  kunnen  genomen  worden,  de  minder  om- 
vangrijke kennis,  daartoe  vereischt  dan  voor  de  uitvoering  van  overeenkomstige 
proeven  met  hoogere  organismen,  verzekeren  ongetwijfeld  aan  de  Bacteriologie  inde 
-.;t  vele  leerlingen,  en  er  is  voor  de  vordering  eener  wetenschap  niets  van 
z.-j  groot  belang,  als  de  deelneming  daaraan  door  vele,  omdat  daardoor  de 
ontdekking  van  nieuwe  feiten  verhaast,  belangrijke  gezichtspunten  het  eigendom 
van  ruimere  maatschappelijke  kringen  worden.  Bovendien  geeft  eerst  de  gang  door 
vele  hoofden  en  vele  zinnen,  die  alle  iets  weten  te  wijzigen  of  te  volmaken,  dien 
stempel  van  voltooiing  aan  een  nieuw  denkbeeld,  noodzakelijk  om  daaraan 
waarde    voor    het    praktische  leven    mede  te  deelen.     In  het    kort,    zij   is  daardoor 
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als  het  ware  geschapen  om  het  jongere  en  opkomende  geslacht  in  de  wetenschap  van 
het  leven  in  te  wijden,  dat  wil  zeggen  de  Biologie  even  populair  te  doen  blijven  als 
zij  dit  ook  juist  door  de  Bacteriologie  is  geworden. 

Maar  ter  zake. 

Welke  dan  zijn  de  levensverschijnselen,  gemeenzaam  aan  de  hoogere  en  de  lagere 
organismen,  wier  studie  door  de  Bacteriologie  in  nieuwe  richtingen  of  op  eenvoudiger 
wijze  mogelijk  wordt  gemaakt? 

Levensprocessen  van  den  meest  verschillenden  aard,  even  gewichtig  voor  de 
theorie  als  voor  de  praktijk,  trekken  onze  aandacht.  Ik  wil  trachten  enkele  daarvan 
vluchtig  te  schetsen. 

\'oorzeker  moet  hier  in  de  eerste  plaats  gedacht  worden  aan  den  Groei  en  de 
\  ermenigvuldiging,  dat  is  aan  de  twee  meest  karakteristieke,  direct  waarneembare 
eigenschappen  van  al  w'at  leeft.  Met  den  groei  en  de  vermenigvuldiging  der  levende 
wezens  hangt  alles,  wat  betrekking  heeft  op  de  Erfelijkheid  en  de  Veranderlijkheid 
hunner  eigenschappen  ten  nauwste  samen.  Het  kan,  naar  het  mij  toeschijnt,  moeielijk 
f  ntkend  worden,  dat  deze  problemen,  waarvan  de  theoretische  en  de  experimenteele 
behandeling  bij  de  hoogere  wezens  op  zulke  groote  moeielijkheden  stuit,  op  bacterio- 
logisch gebied  overgebracht  in  hooge  mate  aan  eenvoudigheid  en  duidelijkheid  win- 
nen. Ik  behoef  hier  alleen  slechts  te  wijzen  op  de  snelheid,  waarmede  de  bacteriën- 
generaties  op  elkander  volgen,  vergeleken  met  die  bij  de  hoogere  wezens. 

Het  laat  zich  verder  ook  niet  ontkennen,  dat  bij  sommige  bacteriën,  wijzigingen 
in  de  uiterlijke  levensvoorwaarden  diepere  veranderingen  teweegbrengen  in  de 
erfelijke  eigenschappen,  dan  men  dit  ergens  bij  de  hoogere  organismen  heeft  waar- 
genomen, en  dat  het  derhalve  wel  de  bacteriën  zullen  zijn,  welke  de  eerste  steenen 
zullen  aandragen  voor  de  opstelling  eener  theorie  van  de  veranderlijkheid,  tot  nu  toe 
bijna  geheel  en  al  door  de  scheppingen  der  verbeeldingskracht  wordt  gedragen.  En 
dat  ik  hierbij  volstrekt  niet  spreek  over  gezichtspunten,  welke  alleen  van  theoretisch 
belang  zijn,  zal  ieder  erkennen,  die  in  de  vaccins,  welke  Pasteur  en  vele  onder- 
zoekers na  hem  door  warmte  of  op  andere  wijze,  uit  virulente  bacteriën  hebben 
voortgebracht,  en  in  de  veranderingen,  welke  sommige  bacteriën,  bijv.  de  industrieele 
melkzuurfermenten  bij  de  fabriekmatige  processen  ondergaan,  de  eerste  aanwijzingen 
van  een  waarlijk  physiologische  behandeling  van  het  variabiliteitsvraagstuk  zien.  In 
het  kort  alles  doet  denken,  dat  in  de  theorie  van  de  erfelijkheid  en  de  veranderlijk- 
heid, dat  is  in  de  twee  problemen,  welke  door  vele  biologen  als  de  grootste  en  diepste 
hunner  wetenschap  worden  beschouwd,  nieuw  leven  zal  worden  gebracht  door  de 
Bacteriologie,  en  dat  zij  als  het  ware  geroepen  schijnt  te  zijn,  om  de  overbrugging  te 
vormen  tusschen  de  historische,  de  statische  en  de  dynamische  Biologie,  dat  is  tusschen 
de   drie  hoofdrichtingen,  waarin   zich  deze   wetenschap  voortbeweegt. 

Het  kost  mij  moeite  om  \  an  dit  belangrijke  onderwerp  thans  reeds  af  te  stappen, 
maar  wij  moeten  verder. 

Het  ademhalingsproces,  gemeenzaam  aan  al  wat  leeft,  laat  zich  door  bacterio- 
logische proeven  langs  nieuwe  wegen  onderzoeken  en  de  vroeger  daarover  heerschende 
meeningen  en  beschouwingen,  hebben  dientengevolge  diep  ingrijpende  veranderingen 
ondergaan.    Daarvan  enkele  voorbeelden. 

Bij   alle  schiinbare  willekeur,   welke  het  organische  leven  overal   ten  toon  spreidt, 
moet     aan    de    wet   van   het   behoud   der  energie   worden   voldaan.     De  mechanische. 


i66 

chemische,  physische,  psychische  werkingen  in  ons,  en  rondom  ons  in  de  levende 
i\atuur,  mogen  diep  verborgen  in  hun  oorsprong  en  raadselachtig  in  hun  uitwerkingen 
zijn,  energie  wordt  daarbij  niet  uit  niets  geboren.  Het  celmechanisme  werkt  voor- 
zeker op  tooverachtige  wijze  met  de  toegevoerde  krachten,  maar  zonder  aanhoudende 
toevoer  daarvan  wordt  het  als  het  stoomwerktuig  met  uitgebluscht  vuur.  \'an  waar 
verkrijgt  de  cel  de  energie  noodzakelijk  voor  hare  veelzijdige  arbeidsverrichtingen  ? 
Wij  weten  het,  uit  het  voedsel,  maar  hoe?  Een  eeuw  geleden  heeft  Lavoisier 
op  deze  vraag  in  praktischen  zin,  maar  natuurlijk  zonder  de  kennis  van  het  verband 
daarvan  met  de  wet  van  het  behoud  der  energie,  het  antwoord  gegeven  en  in  de 
weefselademhaling  of  de  physiologische  verbranding,  dat  is  in  de  uitwisseling  van 
koolzuur  en  water  tegen  van  buiten  opgenomen  zuurstof,  den  oorsprong  van  de  krach- 
ten van  de  levende  cel  aangewezen.  Tot  aan  het  jaar  1860  was  nauwelijks  door 
eenig  bevoegd  denker  op  de  algemeenheid  van  de  ontdekking  van  Lavoisier  een 
uitzondering  vermoed,  tot  zoolang  kan  men  zeggen,  dat  in  de  zuurstofbehoefte  voor 
de  weefselademhaling  een  natuurwet  is  gezien,  welke  zich  over  al  wat  leeft  scheen  uit 
te  strekken.  Maar  omstreeks  het  genoemde  jaar  is  door  Pasteur  de  anaërobiose,  dat 
is  de  mogelijkheid  van  het  leven  zonder  vrije  zuurstof  ontdekt  en  in  het  gistings- 
proces een  energiebron  aangewezen,  welke  tot  zekere  hoogte  het  ademhalings  proces 
kan  vervangen.  Anaërobiose  en  gisting  zijn  bij  uitnemendheid  bacteriologische 
werkingen,  zoodat  de  theoretische  opvatting  omtrent  de  bron  van  energie  voor  alle 
levensprocessen,  dat  is  de  eigenlijke  grondslag  der  physiologische  wetenschap,  door 
een  bacteriologische  ontdekking  van  vorm  veranderd  is.  Evenals  de  meeste  ont- 
dekkingen van  Pasteur  is  die  der  anaërobiose  ééne  van  merkwaardige  vrucht- 
baarheid, en  zij  geeft  tot  een  lange  reeks  van  meer  of  minder  samengestelde  proeven 
aanleiding,  alle  in  hooge  mate  leerrijk.  Bij  de  vele  onderzoekingen,  welke  dienaan- 
gaande reeds  verricht  zijn,  zijn  tal  van  gradatien  bekend  geworden,  tusschen  de 
groote  zuurstofbehoefte  der  cellen  van  de  hoogere  planten  en  dieren,  en  de,  naar  het 
schijnt  volkomen  onafhankelijkheid  van  dit  gas  bij  andere  organismen  bijv.  bij  de 
nielkzuurfermenten,  welke  evengoed  functioneeren  en  groeien,  wanneer  de  lucht  kan 
toetreden  als  bij  volkomen  afsluiting  er  van.  Bovendien  zijn  er  een  aantal  bacteriën 
ontdekt,  wier  groei  en  wier  levensuitingen  door  de  aanwezigheid  van  zuurstof 
benadeeld,  of  zelfs  geheel  tegengehouden  worden  en  daaronder  vele  soorten  van 
groot  praktisch  belang.  Onderwijs  en  onderzoek  hebben  zoodoende  omvangrijk 
materiaal  ter  beschikking  gekregen,  evenzeer  uitmuntende  door  de  hooge  weten- 
schappelijke als  door  tle  praktische  beteekenis  van  de  daaraan  verbonden  vragen. 
Maar  hier  ligt  een  in  menig  opzicht  onontgoTuien  veld,  waarvan  de  vruchten  nog  slechts 
ten  deele  bekend  zijn. 

Het  zijn  overigens  volstrekt  niet  alleen  deze  afwijkende  uitingen  van  het 
ademshalingproces,  welke  zich  zno  uitnemend  vcrleencn  voor  proefneming  zoowel 
voor  den  beginner  als  den  meer  gevorderden  onderzoeker,  ook  het  normale  verloop 
daarvan,  volgens  het  schema  van  Lavoisier,  laat  zich  door  de  bacteriologie  langs 
geheel  nieuwe  wegen  bestudeeren.  Een  dezer  wegen,  in  het  jaar  1875  in  een  verhan- 
deling over  langzame  verbranding  en  phosphorescentie  bij  levende  organismen  door 
den  physioloog  P  f  I  ii  g  e  r  aangewezen,  maar  eerst  door  de  ontwikkeling  der  bac- 
teriologie begaanbaar  gemaakt,  berust  op  het  feit,  dat  bij  vele  levende  wezens  naast 
of  in  plaats  van  de  warmteontwikkeling,  welke  een  standvastig  begeleidster  van  het 
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ademhalingsproces  is,  een  grooter  of  kleiner  deel  der  hierdoor  gevormde  energie  als 
licht  vrij  wordt,  dat  de  ademhalingsfunctie  direct  zichtbaar  en  met  eenige  nauw- 
keurigheid meetbaar  maakt.  Ofschoon  de  licht-functie  in  de  organische  wereld  wijd 
verspreid  is  en  bij  vertegenwoordigers  van  de  meest  verschillende  klassen  van  dieren 
en  planten  voorkomt,  hebben  toch  alleen  de  lichtbacteriën  een  stelsel  van  eigen- 
schappen, welke  een  systematische  studie  van  den  physiologisch-chemischen  kant 
daarvan  veroorloven,  en  het  is  verrassend  zich  te  overtuigen  van  de  eenvoudigheid  der 
proeven  en  de  zekerheid  der  resultaten,  wanneer  de  lichtbacteriën  het  materiaal 
uitmaken  voor  het  onderzoek,  bijv.  van  het  verband  van  het  ademhalingsproces  met 
den  aard  van  het  aangeboden  voedsel,  vergeleken  met  vele  verwikkelingen,  welke 
deze  studie  met  zich  brengt  bij   de  hoogere  lichtende  organismen. 

Uit  het  oogpunt  der  arbeidsvoortbrengiiig  is  de  lichtfuiictie  nog  in  zoover  merk- 
waardig, dat  daarbij  een  buitengewoon  groot  gedeelte  van  de  chemische  energie  der 
door  de  ademhaling  verbrande  stoffen  in  licht  kan  worden  omgezet,  terwijl  bij  gewone 
lichtbronnen  het  nuttig  effect  steeds,  door  de  gelijktijdige  warmteontwikkeling  zeer 
belangrijk  verkleind  wordt.  Maar  hoewel  in  sommige  streken  van  Midden-en  Zuid- 
Amerika  lichtkevers  van  het  geslacht  Pyrophoriis.  welke  ook  bij  ons  in  warme  kassen 
gekweekt  kunnen  worden,  feitelijk  als  lantaarns  gebruikt  worden,  doen  de  proef- 
nemingen van  T  e  s  1  a  de  practici  tegenwoordig  naar  een  geheel  ander  terrein  dan 
naar  het  organische  leven  den  blik  richten  om  het  licht  van  de  toekomst  waar  te 
nemen. 

Het  ademhalingsproces  der  bacteriën  heeft  aan  Professor  Engelman  n  te 
Utrecht  tot  het  nemen  van  belangwekkende  proefnemingen  op  mikroskopisch  gebied 
aanleiding  gegeven. 

Engelman  n  is  de  ontdekker  van  het  feit,  dat  vele  bacteriën  in  het  mikro- 
skopische  preparaat  plotseling  ophouden  te  bewegen  bij  zuurstofonttrekking  om  even 
onmiddellijk  weder  te  gaan  bewegen  bij  vernieuwde  zuurstoftoetreding.  De  kleinheid 
van  vele  bewegelijke  bacteriën  in  aanmerking  genomen,  was  daarmede  een  mikro- 
skopisch reactief  op  vrije  zuurstof  gevonden  van  aan  het  fabelachtige  grenzende  ge- 
voeligheid. Zoo  zegt  Engelmann;  «Zuurstof hoeveelheden  die  zeker  geringer  zijn 
dan  een  honderdbillioenste  milligram  kunnen  daardoor  nog  gemakkelijk  worden 
aangetoond,  en  het  is  zelfs  niet  onwaarschijnlijk,  dat  de  kleinste  met  zekerheid  aan 
te  toonen  zuurstofhoeveelheden  gelegen  zijn  binnen  de  grenzen,  welke  de  theoretische 
physika  voor  het   gewicht   van   het    zuurstofmolekuul    leert   berekenen«. 

Engelmann  heeft  van  zijn  ontdekking  gebruik  gemaakt  om  de  zuurstofaf- 
scheiding in  het  licht  door  groene  plantendeelen  en  door  lagere  groene  organismen  te 
bestudeeren.  Hij  bracht  daartoe  de  te  onderzoeken  groene  cellen  tegelijk  met  be- 
wegelijke bacteriën  in  het  mikroskopische  preparaat  en  toonde  aan.  dat  de  beweging 
rondom  de  groene  voorwerpen  ophield  in  het  duister  en  op  nieuw  begon  bij  toe- 
treding van  licht,  waardoor  het  verband  tusschen  lichtkleur  en  bladgroen-functie  vast 
kon  gesteld  worden  en  waarbij  bleek,  dat  met  den  voornaamsten  absorptieband  van  het 
bladgroen-spectrum,  welke  tusschen  de  Frauenhofe  r'sche  spectraallijnen  B  en  C 
gelegen  is,  ook  juist  de  plaats  van  de  sterkste  zuurstofafscheiding  samenvalt.  Dit 
was  in  strijd  met  de  toenmaals,  in  1881,  heerschende  opvatting  maar  de  juistheid  is 
later  op  andere  wijze  bevestigd  geworden. 

Aan  den  eenen  kant  bewondert  men   in  deze  i)roeven   de  eenvoudigheid  der  mid- 
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delen,  waardoor  zulk  een  belangrijk  wetenschappelijk  resultaat  is  verkregen,  aan  den 
anderen  kant  de  ontdekking  eener  zoo  fijne  bewerktuiging  van  het  bacteriënlichaam, 
dat  instaat  blijkt  te  zijn  opgeloste  zuurstofhoeveelheden  te  herkennen  van  de  straks 
genoeinde  orde,  en  daarop  reageert  door  het  uitvoeren  van  richtingsbewegingen,  die 
niet  wel  door  mechanistische  beschouwingen  te  verklaren  zijn  en  ons  schijnen  te 
noodzaken,  het  bestaan  van  de  psychische  eigenschap  der  gewaarwording,  reeds  in  de 
materie  der  kleinste  bewegelijke  bacteriën  aan  te  nemen. 

De  warmte  bij  het  ademhalingsproces  der  mikroben  ontwikkeld,  is  onlangs  op 
een  eigenaardige  wijze  practisch  toegepast  voor  de  verwarming  van  den  grond  in 
plantenkassen. 

Het  broeien  van  hooi,  van  mest,  van  tabak  en  andere  dicht  in  elkander  gedrukte 
organische  stoffen,  berust  op  twee  gansch  verschillende  processen.  Ingeleid  wordt  de 
warmteontwikkeling  door  het  leven.  De  physiologische  verbranding  namelijk,  welke 
in  het  lichaam  van  de,  in  de  genoemde  stoffen  aunwezige,  snelgroeiende  mikroben 
plaats  grijpt,  gaat  met  warmteontwikkeling  gepaard,  welke  tot  omstreeks  50°  C, 
volgens  sommige  waarnemers  in  broeienden  tabak  zelfs  tot  70"  C.  stijgen  kan.  Deze 
temperatuursverhooging  is  voldoende  om  tot  chemische  oxydatie  van  allerlei  bestand- 
deelen  aanleiding  te  geven,  waarbij  de  warmteontwikkeling  voortgaat  en  de  tempera- 
tuur meer  en  meer  stijgt,  de  mikroben  gedood  worden  en  ten  slotte  zelfontbranding 
volgen  kan. 

Van  de  eerste  phase  van  dit  proces  wordt  nu  op  de  volgende  wijze  gebruik  gemaakt: 
Ruwkatoen,directuitdebalenafkomstigennietgereinigd,  is  in  vochtigen  toestand  sterk 
aan  broeien  onderhevig.  Het  wordt  in  bloempotten  gedaan  en  goed  aangedrukt.  Door 
een  weinig  water  wordt  de  geheele  massa  min  of  meer  vochtig  gemaakt  en  de  bloem- 
potten worden  in  den  te  verwarmen  grond  gegraven.  De  onzuiverheden  van  het  katoen 
vormen  het  voedsel  van  de  in  de  massa  verspreide  levende  organismen,  deze  beginnen 
zich  te  vermenigvuldigen  en  hun  ademhaling  ontwikkelt  warmte.  Door  nu  en  dan 
een  weinig  water  in  de  potten  te  doen,  kan  de  warmteontwikkeling  weken  lang  voort- 
gaan. Worden  de  levende  organismen  vooraf  in  het  katoen  vernietigd,  dan  is  er  van 
temperatuurstijging  ook  na  bevochtiging  niets  te  bespeuren. 

Ten  nauwste  in  samenhang  met  de  ademhaling  staan  eenige  oxydatieprocessen, 
welke  op  de  zoogenoemde  »zuurstofoverdraging«  door  de  levende  cel  berusten.  Zij 
zijn  bij  de  hoogere  organismen  onafscheidelijk  met  allerlei  andere  ingewikkelde 
physiologische  processen  verbonden,  maar  zij  worden  op  Bacteriologisch  ^gebied  door 
verschillende  meer  eenvoudige  werkingen  zooals  de  nitrificatie,  de  azijnvorming,  het 
vermolmen  en  vergaan  voor  onderzoek  toegankelijker  gemaakt.  Hetzelfde  geldt  ten 
aanzien  van  de  reductie-functie. 

Maar  laat  ons  thans  van  het  ademhalingsproces  afstappen  en  een  ander  hoofd- 
stuk van  de  Biologie  beschouwen,  waar  de  Bacteriologie  begint  nieuw  licht  op  te 
werpen  en  grootere  uitbreiding  aan  te  geven.  Ik  heb  hier  de  Enzymologie  op  't  oog, 
dat  is  de  leer  der  enzijmen  of  chemische  fermenten,  waarvan  de  meest  gewone, 
namelijk  de  diastase  uit  mout,  de  invertine  uit  biergist,  de  pepsine  uit  het  maagsap, 
de  trypsine  uit  het  buikspecksel  en  het  lebferment  uit  de  kalfsmaag  U  bekend  zullen 
zijn.  Evenals  vele  mikroben  aan  bepaalde  stoffen  geadapteerd  zijn,  zooals 
gistsoorten  aan  de  suikers,  de  influenza-bacil  aan  de  haemoglobine,  het  nitraat- 
ferment   aan    nitrieten,    sommige    rottingsbacteriën    aan  de  peptonen,  —  zoo  ook  de 


enzymen,  die  op  grond  daarvan  in  eiwitenzyinen,  suikerenzymen,  zetmeelenzymen, 
glukosidenzymen  kunnen  onderscheiden  worden.  De  overeenkomst  der  enzymen,  die 
niet  anders  dan  in  watt-r  meer  of  min  oplosbare  chemische  lichamen  zijn,  met  lagere 
fjrganismen  is  zoo  groot,  dat  nog  betrekkelijk  kort  geleden  sommige  chemismen,  welke 
door  bacteriën  worden  veroorzaakt,  aan  de  werking  van  enzymen  werden  toege- 
schreven, zoo  bijvoorbeelfl  de  melkzuurvorming  uit  melksuiker  door  contact  met  den 
maagwand  der  herkauwers.  Het  is  inderdaadnietteontkennen,datmen  zich  geen  juister 
voorstelling  van  de  werking  der  melkzuurfernienten  op  suiker  kan  maken,  dan  door 
zich  te  denken,  dat  er  in  het  bacteriënlichaam  een  enzym  opgehoopt  voorkomt,  dat 
daaruit  niet  in  vrijen  toestand  naar  buiten  kan  komen,  maar  in  het  lichaam  der 
bacterie  de  naar  binnen  gedrongen  suiker  op  o\ereenkomstige  wijze  omzet  als  bijvoor- 
beeld de  diastase  dit  doet  bij  het  zetmeel.  Van  een  chemisch  standpunt  gezien  kan 
men  zich  van  de  levende  stof,  w'aaruit  zoowel  het  lichaam  der  bacteriën  als  het 
protoplasma  van  de  cellen  der  hoogere  wezens  is  opgebouwd,  zelfs  een  vrij  juiste  voor- 
stelling vormen  door  zich  die  te  denken  als  een  aggregaat  van  onoplosbare  enzymen. 
Hierdoor  wordt  echter  alleen  de  werking  van  de  cel  op  de  stoffen  daar  buiten  eeniger- 
mate  verklaard,  groei  en  deeling  tengevolge  van  voeding  blijven  daarbij  even  raadsel- 
achtig als  zonder  de  genoemde  voorstelling,  want  juist  deze  eigenschappen  ontbreken 
bij  de  enzymen,  wij  zagen  het  reeds  vroeger,  geheel  en  al. 

Het  zal  U  bekend  zijn,  dat  de  scheikundigen  er  tot  ini  toe  niet  in  geslaagil  zijn 
om  de  chemische  natuur  der  enzymen  vast  te  stellen.  Het  is  zelfs  nog  niet  gelukt 
met  zekerheid  uit  temaken  of  deze  lichamen  al  of  niet  stikstofhoudend  zijn,  en  dereden 
dezer  onzekerheid  ligt  in  den  aard  van  het  voorkomen  der  enzymen  in  plantenweefsels 
of  in  dierlijke  sappen,  bij  tegenwoordigheid  van  vele  bekende  en  onbekende  stofïen, 
van  welke  de  volledige  scheiding  onmogelijk  is  geweest.  Nu  laat  het  zich 
aanzien,  dat  de  Bacteriologie  tot  de  oplossing  van  dat  vraagstuk  zal  kunnen 
bijdragen.  Sommige  enzymen,  bijv.  de  trypsine  en  de  diastase  zijn  namelijk 
het  product  van  bacteriën  en  schimmels,  wier  cultuur  in  voedingsvloeistoffen 
van  betrekkelijk  eenvoudige  en  goed  bekende  samenstelling  mogelijk  is  en  die,  daarin 
groeiende  de  betrokken  enzymen  kunnen  afscheiden.  Deze  hoopen  zich  dan  lang- 
zamerhand in  de  cultuurvloeistoffen  op  en  wel  in  tegenwoordigheid  van  geheel  andere 
lichamen  dan  waarmede  zij  bij  vroegere  onderzoekingen  gemengd  voorkwamen. 
Ook  hierbij  moet  men  zich  de  moeilijkheid  echter  niet  te  gering  denken,  want  meestal 
zullen  andere  afscheidingsproducten  tegeliikertijd  worden  gevormd  en  zich  met  de 
enzymen  ophoopen.  Intusschen  is  hier  ontegenzeggelijk  een  veld  van  onderzoek 
geopend  dat  resultaten  belooft. 

Uit  een  praktisch  oogpunt  verdient  het  opmerking  dat  de  eiwitenzymen  der 
mikroben  niet  alle  aan  elkander  gelijk  zijn,  zoodat  er  dus  ook  onder  moeten  voorkomen, 
welke  van  de  trypsine  van  ons  buikspeeksel  verschillen.  De  vraag  rijst  of  deze  af- 
wijkende enzymen  wellicht  nuttig  zullen  blijken  te  zijn,  door  het  vermogen  om  eiwit- 
achtige stoft'en  in  producten  om  te  zetten  weldadig  voor  onze  organisatie.  Mocht  dit 
het  geval  wezen  dan  openen  de  bacteriologische  cultuurmethoden  den  weg  om  deze 
lichamen  in  iedere  gewenschte  hoeveelheid  te  bereiden.  —  Sprekende  over  de  eiwit- 
enzymen  der  mikroben  kan  ik  niet  nalaten  op  het  opmerkelijke  feit  te  wijzen,  dat  nog 
door  geen  enkelen  onderzoeker  gewag  is  gemaakt  van  pepsine  als  afscheidingsproduct 
van   het  mikrobenleven.    Is  dit  slechts  toeval  en  het  gevolg  van   de  moeilijkheid  om 


dit  enzym  aan  te  toonen?  of  zou  de  pepsine  een  stof  zijn,  die  werkelijk  alleen  door 
hooffere  organismen  wordt  voortgebracht?  De  toekomst  zal  wel  spoedig  op  die  vragen 
het  antwoord  brengen,  want  ook  op  dit  gebied  ontbreekt  het  niet  meer  aan  onder- 
zoekers. 

De  tijd  verbiedt  de  andere  kanten  van  ons  onderwerp  op  gelijke  wijze  te  over- 
zien, zelfs  die  te  noemen.  De  gekozen  voorbeelden  mogen  U  eenig  denkbeeld  gegeven 
hebben  van  de  beteekenis  der  Bacteriologie  voor  de  beoefening  van  de  Biologische 
wetenschap   in   het   algemeen. 

De  toepassingen  der  Bacteriologie  liggen  op  medisch,  hygiënisch,  landbouw- 
kundig en  industrieel  gebied.  Hare  hooge  praktische  beteekenis  laat  zich  reeds  ge- 
makkelijk afleiden  uit  het  feit,  dat  zij  door  hare  veelzijdige  diensten  voor  de  zieke 
en  gezonde  menschen-  en  dierenwereld,  in  een  zoo  kort  tijdsverloop  als  omstreeks  20 
jaren  in  den  volsten  zin  des  woords  populair  is  geworden,  bijna  even  populair  als  de 
scheikunde,  waarvan  de  overeenkomstige  ontwikkelingsperiode  een  omstreeks  vijfmaal 
langer  tijdperk  omvat,  want  wat  L  a  v  o  i  s  i  e  r  is  geweest  voor  deze  wetenschap  dat 
was   Pasteur  voor  de   Bacteriologie. 

Op  het  gebied  van  de  hygiëne  heeft  zij  een  ware  revolutie  teweeggebracht:  Zij 
heeft  daaraan  eenwetenschappelijken  grondslag  gegeven,  en  zoodoende  éénheid  van  ge- 
voelen op  de  internationale  hygiënische  conferenties  bereikbaar  gemaakt.  De  rol, 
welke  zij  daardoor  in  onze  maatschappij  is  begonnen  te  spelen,  leert  men  waardeeren 
door  te  denken  aan  de  statistiek  van  de  arbeidsuren,  welke  door  het  voorkomen  van 
ziekten  voor  het  algemeene  nut  bewaard  blijven.  Tegenwoordig  zijn  de  deskundigen 
het  er  bijvoorbeeld  over  eens,  dat  het  beperkt  blijven  van  de  Hamburger  cholera- 
epidemie  van  1892  tot  een  relatief  klein  gebied,  te  danken  is  aan  de  kennis  van  de 
eigenschappen  van  de  cholerabacterie  en  dat,  zonder  de  afdoende  hygiënische  maat- 
regelen, welke  voor  een  groot  deel  op  grond  van  die  kennis  genomen  zijn,  die  epidemie 
zich  toen  over  Noordelijk  Europa  zou  hebben  uitgebreid.  Als  men  zich  van  deze  om- 
standigheid rekenschapgeeft,moetdan  niet  de  ontdekking  van  de  cholerabacterie  als  een 
der  belangrijkste  praktische  ontdekkingen  beschouwd  worden?  en  geven  niet  alle,  die 
daarin  slechts  een  interressant  wetenschappelijk  feit  zien,  het  bewijs  van  ongeschikt- 
heid om  de  werkelijke  beteekenis  eener  ontdekking  te  beoordeelen? 

Er  ziin  nuttige  en  er  zijn  schadelijke  mikroben.  Bij  het  onderwijs  aan  de  Poly- 
technische School  zal  het  geoorloofd  zijn  aan  de  nuttige  de  eer  toe  te  kennen,  welke 
daaraan  toekomt,  zij  in  't  bijzonder  zullen  onze  aandacht  tot  zich  trekken.  In  ilen 
strijd  om  het  bestaan,  die  in  de  tnikrobenwereld,  door  het  ingrijpen  van  den  niensch 
met  meer  hardnekkigheid  gestreden  wordt  dan  ergens  anders,  zullen  in  den  loop  der 
tijden  de  nuttige  overwinnaars  blijven.  Lang  zullen  het  diphteritisserum  en  de 
tuberculine  obsoleet,  de  cholera-  en  de  typhus-bacterie  fossiel  zijn  geworden,  wan- 
neer nog  gistsoorton'  in  de  meest  verschillende  variëteiten  in  onmetelijke  hoeveelheid 
zullen  worden  aangekweekt  ten  nutte  der  industrie:  —  wanneer  fabrieken  van  melk- 
zuurfermenten  zullen  verrezen  zijn  om  aan  de  behoefte  der  zuivelfabrikanten  te  vol- 
doen; —  wanneer  pigmeiitbacteriën  in  liet  oneindige  zullen  worden  vermeerderd  om 
zekere  kleurstoffen  voort  te  brengen;  —  wanneer  de  nuttige  eigenschappen  van  de 
organismen  der  ammoniakvorming  en  van  de  nitrificatie  de  productie  daarvan  in  het 
groot  zullen  hebben  uitgelokt;  —  wanneer  de  bacteriënenzymen  beter  bekend,  de  voort- 
brengers der  bruikbare  claaroiider  op  den  voorgrond  getreden  zullen  zijn;  —  wamieer 
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er  mikrobenfabrieken  zullen  liestaan  waar  een  aantal  voor  wetenschap  en  otiilerwijs 
gewichtige  soorten  op  groote  schaal  aangekweekt  worden.  De  medische  Bacteriologie 
is  die  van  het  heden,  de  polytechnische  die  van  het  heden  en  de  toekomst.  Maar  terug 
tot  het  tegenwoordige  alleen. 

Onze  wetenschap  omvat  de  theoretische  grondslagen  van  de  verschillende 
gistingsindustrieën,  en  van  de  meest  verschillende  takken  der  landbouwtechnologie; 
zij  geeft  de  verklaring  \an  vele  processen  in  gebruik  bij  de  leerlooierij,  de  tabaks- 
bereiding, de  voorbereiding  der  spinvezels;  zij  grijpt  in  bij  de  zuivelbereiding,  bij 
den  veldarbeid,  bij  de  veehouding;  zij  vormt  de  rationeele  basis  voor  de  beoordeeling 
der  eischen,  welke  gesteld  moeten  worden  aan  de  watervoorziening  en  de  kanalisatie 
der  steden;  zij  leert  hoe  bederf  en  rotting  zijn  te  voorkomen,  hoe  levensmiildelen 
moeten  worden  geconserveerd. 

Zij  maakt  ons  bekend  met  de  alomtegenwoordigheid  van  sommige,  met  de  plaatsen 
van  het  voorkomen  van  andere  voor  den  mensch  en  voor  de  samenleving  schadelijke  of 
nuttige  kiemen  :  zij  leert  de  middelen  om  deze  kiemen  n'et  alleen  te  ontdekken  maar 
om  ze  af  te  zonderen,  om  ze  tot  in  het  onbegrensde  te  vermenigvuldigen  en  te  nood- 
zaken hun  verborgen  krachten  in  overeenstemming  met  onzen  wil  te  doen  arbeiden. 
Zij  heeft  niet  alleen  de  mikroskopische  wereld  van  onbekende  en  van  niet  vermoede 
kanten  aan  den  menschelijken  geest  geopenbaard,  zij  heeft  bovendien  de  middelen 
aan  de  hand  gedaan  om  de  weldaden,  welke  die  mikroskopische  wereld  ons  verschaffen 
kan  te  vermeesteren,  de  ellende  welke  zij  kan  veroorzaken  te  beheerschen.  Zij  heeft 
onze  macht  over  de  werkingen   van  het  leven  ontzaglijk  uitgebreid. 

\'oor  ieder  die  de  erkentenis  van  nieuwe  en  diepe  waarheden  van  gewicht 
rekent  voor  de  praktijk,  heeft  de  Bacteriologie  een  grootschen  taak  vervuld,  want  zij 
heeft  juistere  inzichten  aangaande  den  oorsprong  van  het  leven  voortgebracht. 

Voor  ieder  die  in  de  vermeerdering  van  onze  kennis  een  bron  van  vooruitgang, 
van  vermeerderingvan  maatschappelijk  geluk  erkent,  is  zij  een  weldadige  wetenschap, 
want  zij  verschaft  de  middelen  om  die  kennis  met  snelle  schreden  voorwaarts  te 
drijven.  En  hij  die  in  het  onderwijs  een  der  hoofdfactoren  van  de  uitbreiding  der 
beschaving  ziet,  begroet  in  de  Bacteriologie  een  nuttige  nieuweling  in  de  bond- 
genootschap der  experimenteele  wetenschappen,  want  zij  geeft  een  verrassenden  een- 
voud aan  vroeger  slechts  door  ingewikkelde  middelen  uittevoeren  proefnemingen  en 
kan  de  daaruit  te  trekken  leeringen  zoodoende  tot  het  eigendom  van  velen  maken. 

Sprak  ik  hier  alleen  tot  hen,  die  de  vlucht,  welke  onze  wetenschap  in  de  laatste 
jaren  genomen  heeft  door  tijdschriften  en  dagbladen  van  stap  tot  stap  hebben  kun- 
nen volgen,  dan  zou  ik  het  geven  dezer  algemeene  opsomming  als  onnoodig  hebben 
beschouwd.  Heb  ik  niet  reeds  gezegd  dat  de  Bacteriologie  populair  is?  en  sluit  dit 
niet  in  zich:  de  sympathie  van  het  volk,  verworven  door  goede  diensten,  alom  bekend? 
Maar  ik  wend  mij  in  de  eerste  plaats  tot  de  jongeren  onder  ons,  die  het  ontstaan 
dezer  zaken  niet  mede  hebben  doorleefd  en  voor  wie  een  overzicht  \an  het  nieuw 
ontsloten  gebied  wellicht  niet  onbelangrijk  is,  de  vluchtige  behandeling  van  enkele 
toepassingen  nutteloos  zou  zijn. 

En  wanneer  ik  ten  slotte  tot  u  M.  H.  .*^.  in  het  bijzonder  een  woord  richt,  dan  ishet 
om  aan  de  in  mij  levendige  hooj)  uitdrukking  te  geven,  dat  het  mij  zal  gelukken  zoo- 
danige belangstelling  bij  mijn  toehoorders  op  te  wekken  in  de  wctenscha]),  die  ik  de 
eer  heb  hier  te  gaan  vertegenwoordigen,  dat  in  U  het  verlangen   zal  ontstaan  tot  de 
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praktische  beoefening  daarvan.  Het  zal  U  dan  spoedig  duidelijk  worden,  dat  de 
Biologie  in  het  algemeen  en  de  Bacteriologie  in  het  bijzonder,  bij  al  den  schijnbaren 
eenvoud  van  haar  resultaten,  uiterst  subtiele  wetenschappen  zijn,  waarbij  elke  proef- 
neming als  het  ware  tusschen  zeer  enge  grenzen  moet  genomen  worden,  en  waarbij 
veel  inspanning  gevorderd  wordt  van  onze  zintuigen,  van  ons  waarnemings-en  van  ons 
voorstellingsvermogen,  om  tot  duidelijke  en  afdoende  gevolgtrekkingen  te  komen. 
Maar  dat  zal  niet  verhinderen,  dat  het  U  daarbij  tevens  zal  blijken,  dat  de  weten- 
schap van  het  leven  in  hooge  mate  aantrekkelijk  is;  en  zij  die  de  volharding  zullen 
bezitten  om  de  eerste  moeielijkheden  te  overwinnen,  en  de  noodige  kennis  van  con- 
crete feiten  te  verzamelen,  zonder  welke  alle  onderzoek  onmogelijk,  alle  theorie  een 
dood  geheel  blijft,  zullen  een  rijk  loon  wegdragen  voor  de  moeite  en  den  tijd  ten  offer 
gebracht  aan  het  najagen  van  een  hoog  ideaal:  het  verkrijgen  van  zelfstandige 
kennis  aangaande  de  krachten  van  het  leven,  die  overal  rondom  ons  werkzaam  zijn. 
Dat  mijn  hoop  niet  verwezenlijkt  zal  worden  kan  en  wil  ik  niet  aannemen.  Laat 
ons  toonen,  dat  de  geestkracht  die  aan  Nederland  aanzien  heeft  gegeven  nog  voort- 
bestaat.  Gij  M.  H.  S.  kunt  dat  door  U  met  ernst  aan  de  studiën  te  wijden,  waarvoor 
U  weldra  de  gelegenheid  zal  worden  opengesteld.  Het  is  aan  U  om  het  bewijs  te 
leveren,  dat  de  Nederlandsche  Regeering  door  de  stichting  van  het  Bacteriologisch 
Laboratorium  voldoet  aan  een  edel  verlangen:  het  verlangen  om  door  waarneming  en 
onderzoek  de  resultaten,  welke  een  belangrijk  onderdeel  der  Biologische  wetenschap 
voor  het  praktische  leven  heeft  afgeworpen,  niet  alleen  te  leeren  kennen  en  door- 
gronden, maar,  om  ook  het  Uwe  bij  te  dragen  om  aan  die  resultaten,  zoodra  Gij 
zelve  in  het  raderwerk  der  samenleving  zult  gaan  ingrijpen,  nieuwe  toe  te  voegen. 


Over  azijnethergist. 


Handelingen  van  liet  vijfde  Nederlandsch   \atiuir-  en  Geneeskundis  Congres, 
gehouden  te  Amsterdam,   1895. 

I  n  1  e  i  d  i  n  g  1). 

Meer  of  minder  welriekende  stoffen  worden  in  vele  gevallen  door  mikro-orga- 
nismen  voortgebracht.  Sommige  rottings-bacterieii  vormen  uit  eiwitachtige 
lichamen,  naast  stinkende  rottingsproducten,  ook  aangename  aromatische  stoffen.  De 
hooibacteriën,  op  alkohol-  en  suikerhoudende  vloeistoffen  groeiende,  brengen  bij 
overvloedige  toetreding  van  lucht,  onder  overigens  nog  niet  goed  bekende  om- 
standigheden, zeer  geurige  producten  voort.  Zekere  soorten  van  melkzuur-fermenten, 
bij  voorbeeld  de  bacterie  van  de  »lange  wei<;<  uit  Noord-Holland,  vormen  het  aan- 
gename aroma  van  room  en  versche  boter.  De  chemische  aard  van  de  hierbij  werk- 
zame beginsels  is  niet  bekend. 

Daarentegen  kan  aangenomen  worden,  dat  het  karakteristieke  aroma  van  azijn, 
voor  zoover  daarbij  aan  bacteriënwerking  moet  gedacht  worden,  hoofdzakelijk  uit 
esters  bestaat.  In  de  azijn,  welke  door  «wilde  azijn-bacteriën«  in  den  zoogenoemden 
»slijmvloed«  van  eiken  wordt  gevormd,  ontstaat  een  mengsel  van  uiterst  aangenaam 
riekende  esters  door  de  werking  van  het  oïdium  van  Endomyces  Magnusü  en  van 
Saccharomyces  apiculatits,  waarvan  de  eerste  vermoedelijk  appelether,  de  laatste 
zeker  azijnether  voortbrengt.  Ook  in  het  bouquet  van  wijn  zijn  zonder  twijfel  esters 
aanwezig,  welke  hun  ontstaan  aan  de  organismen  van  den  most  te  danken  hebben. 
Intusschen  is  de  grens  tusschen  de  door  biologische  en  chemische  invloeden  gevormde 
sloffen  in  het  bouquet  van  wijn  en  in  dat  van  azijn  tot  heden  nog  niet  scherp  ge- 
trokken. 

Duidelijke  opgaven  in  de  biologische  literatuur  omtrent  ons  onderwerp  zijn 
schaarsch  en  alleen  door  Nageli  worden  aan  het  ontstaan  van  azijnether  in  wijnmost 
door  een  gistsoort  eenige  theoretische  beschouwingen  vastgeknoopt.  De  overige 
schrijvers,  welke  over  estervorming  door  mikro-organismen  handelen,  doen  dit  slechts 
ter  loops.  Door  niemand,  ook  niet  door  N  ;i  g  e  1  i  ,  zijn  door  mikroben  voortgebrachte 
esters  afgescheiden  en  chemisch  onderzocht,  steeds  schijnt  alleen  de  reuk  tot  maat- 
staf van  beoordeeling  te  hebben  gediend,  zoodat  het  voor  den  scheikundige  twijfel- 
achtig kan  schijnen  of  tot  nu  toe  wel  aan  iemand  de  ontdekking  van  azijnether,  of 
andere  esters,  als  voortbrengsel  van  het  mikrobenleven,  kan  worden  toegekend.  Daar 
het  mij  echter  reeds  in  het  jaar   1887  gelukt  is  azijnether   in  vrij   groote   hoeveel- 


')   Dit  onderzoek  is,    tusschen  de  jaren   1887  en   1895,   uitgevoerd    in    het   Bacterio- 
logisch  Laboratorium   van  de  Nederlandschc  Gist-  en  Spiritusfabriok  te  Delft. 
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heden  in  zuiveren  toestand  te  verkrijgen  als  product  eener  bijzondere  gisting,  en  de 
hierbij  betrokken  gistsoort  zeer  gemakkelijk  ook  door  hare  morphologische  eigen- 
schappen herkenbaar  is,  bestaat  er  voor  mij  niet  de  minste  twijfel  aan,  dat  bijv.  de 
oudere  opgaven  van  N  a  g  e  1  i  en  de  onlangs  door  L  i  n  d  n  e  r  gepubliceerde,  op 
dezelfde  gistsoort  al  is  het  ook  wellicht  op  andere  variëteiten,  betrekking,  hebben,  als 
die,  waarmede  ik  mijne  proeven  heb  gedaan.  Het  komt  mij  derhalve  voor,  dat  in 
biologischen  zin  Nageli  als  de  ontdekker  van  de  azijnethergist  kan  beschouwd 
worden,  en,  dat  de  door  hem  ingevoerde  naam  van  Saccharomyces  sphaericus  ^)  voor 
onze  soort  voorloopig  moet  aangenomen  worden,  en  verder,  dat  Saccharomyces 
anomalus  H  a  n  s  e  n  -),  waarbij  L  i  n  d  n  e  r  ")  en  ook  ik  zelf  azijnethervorming  op- 
merkten, daarmede  synoniem  is. 

Het  is  niet  onbelangrijk  te  lezen,  wat  Nageli  aangaande  onze  gistsoort  op- 
merkt, wijl  daaruit  blijkt,  welke  vreemde  voorstellingen  een  zoo  scherpzinnig  en 
uitmuntend  natuuronderzoeker  zich  van  de  gistingsprocessen  kon  maken,  eer  de 
nieuwere  onderzoekingsmethoden  op  mikrobiologisch  gebied  waren  ingevoerd.  Hij 
komtn.1. opgrond vandeonjuistemeening,datde  azijnethervorming  berust  op  de  gelijk- 
tijdige werkzaamheid  eener  alkoholgist  en  van  azijnbacteriën,  tot  de  slotsom,  dat 
gistingsprocessen  niet  in,  maar  buiten  de  cellen  plaats  hebben  en  tracht  die  meening 
ook  door  andere  gronden  te  steunen.  Dit  is  des  te  zonderlinger,  daar  Nageli  zeer 
juist  heeft  opgemerkt,  »dass  die  Beschafïenheit  der  Hefe  bei  der  Essigatherbildung 
von  W'ichtigkeit  ist«,  waaraan  hij  door  het  invoeren  van  den  naam  S.  sphaericus 
uitdrukking  geeft.  De  reden,  waarom  Nageli  in  de  genoemde  fout  is  vervallen, 
moet  daaraan  worden  toegeschreven,  dat  de  azijnethergist  gewoonlijk  voorkomt  in 
gezelschap  van  azijnbacteriën  en  dat  het,  zonder  de  toepassing  der  gelatine-methode, 
zeer   moeilijk   is    om   deze   organismen   van    elkander   te   scheiden. 

Voorkomen  en   verspreiding  van   de   azijnethergist   in   de 

natuur. 

De  azijnethervorming,  welke  door  Nageli  werd  waargenomen,  had  voor- 
namelijk plaats  in  most  van  roode  Tiroler-druiven.  Nageli  maakt  de  opmerking, 
dat  hij  met  het  sap  van  Italiaanschc  druiven  en  met  kunstmatige  voedingsoplossingen, 
waarin  sporen  biergist  werden  gebracht  meestal  geen  azijnethervorming  kon  bereiken. 
Nageli  zag  de  azijnethervorming  tot  stand  komen  in  kleine  hoeveelheden  most, 
welke  in  groote  kolven  snel  geschud  werden,  of  in  vloeistoffen,  waarop  een  kaam- 
huidje  dreef,  dat  uit  ronde  of  eenigszins  langwerpige,  maar  niet  uit  cylindrische  cellen 
bestond  en  dat  hij  een  »azijnetherhuid«  noemt.  Ik  neem  in  dit  opstel  het  woord 
»azijnetherhuid«  in  tegenstelling  van  »kaamhuid«  door  Saccharomyces  Mycoderma 
voortgebracht,  over.  X'olgens  Nageli  kan  een  dergelijke  huid,  mits  daarin,  behalve 
de  gist,  alleen  bacteriën  voorkomen,  bijna  al  de  aanwezige  suiker  in  azijnether  om- 
zetten. Wanneer  evenwel  nog  gisting  in  de  vloeistof  zelf  plaats  heeft,  dan  ontstaat 
ook  alkohol. 


')  Theorie  der  Gilhrung,  pag.  21,  46  en   115,  Münchcn   1879. 

■)   Compte-rendu  des  travaux  du  laboratoire  de  Carlsberg.    \'ol.  3,  pag.  Scj,   1891. 

')   Mikroskopische  Betricbscontrolle  in  den  Gahrungsgewerbcn,  pag.  Ji6,   1895. 
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Door  mijzelven  werd  de  azijiiethergist  voor  het  eerst  in  1886  oiuler  de  volgende 
omstandigheden  aangetroffen.  Bij  gelegenheid  van  een  bezoek  aan  een  wijnberg  te 
Dürkheim  in  den  Rheinpfalz  had  ik  eenige  kilogrammen  ruwe  wijngist  meegenomen. 
Deze  wijngist  bestond  uit  het  bezinksel  van  den  vergisten  most,  welk  bezinksel  bij 
het  op  vaten  brengen  van  den  wijn  in  groote  kuilen  geworpen  en  gedurende  den 
winter  afgestookt  wordt,  lien  gedeelte  van  deze  wijngist  werd,  bij  mijne  terugkomst 
te  Delft,  op  filtreerpapier  in  het  laboratorium  gedroogd  en  in  mortieren  fijn  gewreven. 
Ter  zelfder  tijd  werden  proeven  genomen  omtrent  de  melkzuurvorming  in  moutextract 
bij  aanwezigheid  van  zinkzouten.  Nu  deed  zich  het  geval  voor,  dat  in  een  mout- 
extractkolf,  die  door  verdamping  zeer  geconcentreerd  was  geworden  en  omstreeks 
1%  zinksulfaat  bevatte,  een  uiterst  krachtige  azijnethervorming  werd  waargenomen, 
welke,  naar  alle  waarschijnlijkheid,  door  een,  uit  de  ruwe  wijngist  afkomstige  infectie 
metazijnethergist  wasontstaan.  Het  geluktemij.dezegist  van  de  eveneens  in  het  kolfje 
voorkomende  kaam-  en  schimmelcellen  te  scheiden  en  jarenlang  in  cultuur  te  houden. 
Daar  deze  gistsoort,  bij  de  eerste  ontdekking  uit  langger'^kte  cellen  bestond,  meende 
ik  daarin  een  geheel  ander  organsime  den  N  il  g  e  1  i's  S.  spliaericiis  te  moeten  zien 
engaf  daaraan,  in  voorloopige  mededeelingen,  den  naam  van  S.  acetaethylicus.  Toen  ik 
echter  later  met  de  polymorphie  en  met  de  groote  variabiliteit  der  azijnethergisten 
bekend  werd,  en  mijn  eigen  culturen  nu  en  dan  uit  volkomen  kogelronde  cellen  zag 
bestaan,  ben  ik  tot  de  overtuiging  gekomen,  dat  het  organisme  van  N  ;i  g  e  1  i  wellicht 
als  variëteit,  maar  niet  als  soort  van  mijn  azijnethergist  verschilde,  zoodat  het  in- 
voeren van  een  nieuwen  naam  overbodig  scheen.  In  de  jaren  1887,  1888  en  1889 
heeft  de  azijnethergist  zich  over  verschillende  lokaliteiten  van  de  Nederl.  Gistfabriek 
te  Delft  uitgebreid,  zoodat  elk  luchtonderzoek  de  aanwezigheid  daarvan  aan  het  licht 
bracht.  Maar  in  1889  is  door  eene  kleine  verandering  in  de  bedrij fsinrich- 
ting,  de  azijnethergist  plotseling  uit  de  gistfabriek  zoo  volkomen  verdwenen,  dat  ik 
bij  talrijke  opzettelijke  proeven  nooit  meer  in  de  lucht  der  gistingslokalen  azijnether- 
gist heb  kunnen  vinden  ').  In  de  genoemde  jaren  waren  de  vurenhouten  deksels  der 
kuipen  van  melkzuurgistingen,  aan  de,  aan  vochtige  uitwaseming  blootgestelde  biiuien- 
zijde  met  een  dichte,  uiterst  vergankelijke  schimmellaag  bedekt,  welke  ik  Chalara 
polymorpha  zal  noemen  en  waaraan  de  azijnethergist  als  conidiën  ontstond.  Deze 
conidiën  zijn  bij  uitzaaiing  constant  gebleven  en  het  is  niet  gelukt  de  Chalara  op 
nieuw  daaruit  op  te  kweeken.  De  schimmel,  welke  ik  hier  Chalara  polymorpha  noem, 
was  waarschinjnlijk  uit  fle  ruwe  wijngist  afkomstig  en,  bij  de  boven  beschreven 
bewerking  van  uit  het  scheikundig  laboratorium  over  de  gistfabriek  verspreid,  en  zal 
dus  waarschijnlijk  op  nieuw  uit  ruwe  wijngist  te  verkrijgen  zijn. 

In  den  loop  der  jaren  vond  ik  azijnethergist,  in  verschillende  variëteiten,  op 
monsters  maïs,  rogge  en  gerst,  welke  uit  Amerika,  van  de  Zwarte  Zee  en  van  de 
Oostzee  afkomstig  waren  en  door  mij,  met  inachtneming  van  vele  voorzorgen,  direct 
dit  de  schepen  waren  genomen.  Daarmede  overeenkomstige  variëteiten  werden  op  de 
mout  der  nioutvloeren  van  de  Nederlandsche  Gist-en  Spiritusfabriek  te  Delft  gevon- 
den. Bij  al  deze  variëteiten  was  de  azijnethervorming  wel  sterk,  maar  zwakker  dan  bij 
den  van  Chalara  polymorpha  afkomstigen  vorm. 


')  Wel  daarentegen  in  de  lucht  der  moutvloeren,  waarin  echter  een  andere  variëteit 
van  azijnethergist,  welke  van  de  gerst  afkomstig  is,  wordt  aangetroffen. 


Zeer  krachtige  azijnethergisten  vond  ik  op  de  oppervlakte  van  zuurdeeg,  door 
mij  uit  eene  boerderij  te  Beekbergen  bij  Apeldoorn  verkregen,  waarin  zich  bovendien 
nielkzuurfermenten,  en  een  kleincellige,  zeer  krachtige  alkoholgist  bevonden.  De 
oppervlakte  van  dit  zuurdeeg  was  met  een  dichte,  sneeuwwitte  conidiënlaag  bedekt, 
welke  afgesnoerd  werden  door  een  andere  CJtalara-soort,  welke  ik  Chalara  vulgaris 
wil  noemen.  Chalara  vulgaris  brengt,  evenmin  als  de  daartoe  behoorende  conidiën, 
azijnether  voort,  zoodat  de  op  het  zuurdeeg  gevonden  azijnethergist,  niet  van  Cha- 
lara vulgaris  afkomstig  kon  zijn.  Ook  heeft  Chalara  vulgaris  niets  vertoond  van  de 
merkwaardige,  boven  beschreven  variabiliteit  van  Chalara  polymorpha,  het  is  steeds 
een  volkomen  constant  conidiënafsnoerend  mycelium  gebleven. 

In  een  ander  monster  zuurdeeg,  door  professor  Snouck  Hurgronje  onder 
den  naam  van  »Djeddahgist«  uit  Arabië  medegebracht  en  mij  welwillend  door  dr. 
van  Romburgh  afgestaan,  werd  eveneens  hoogst  actieve  azijnethergist  gevonden. 
Deze  »Djeddahgist«  bestond  uit  schijven  hard  gedroogd  tarwedeeg  van  c.  a.  5  cM. 
middellijn  en  t  K>  cM.  dikte,  waarin  persgist,  melkzuurfermenten  en  kaamcellen  de 
hoofdrol  speelden.  De  daaruit  geïsoleerde  azijnethergist-variëteit  vormde  in  de  eerste 
jaren  meer  azijnether  dan  alle  andere  door  mij  onderzochte  variëteiten,  maar  dit 
verschil  is  in  den  laatsten  tijd  verloren  gegaan,  ofschoon  kleine,  karakteristieke 
morphologische  kenmerken  bewaard  zijn  gebleven.  Dit  verlies  meen  ik  te  moeten 
toeschrijven  aan  een  met  genoemde  variëteit  herhaaldelijk  uitgevoerde  koloniën- 
selectie,  waarbij  waarschijnlijk  nu  en  dan  individuen  zijn  gekozen,  welke  minder 
azijnether  maakten  dan  de  overige  koloniën. 

Krachtige  azijnethergisten  heb  ik  verder  geisoleerd  van  de  oppervlakte  van 
krenten  van  onbekenden  oorsprong,  en  uit,  in  spontane  gisting  geraakt  bessensap, 
dat  uit  het  Westland  afkomstig  was. 

Men  ziet  uit  dit  overzicht,  dat  onze  gist  eene  groote  geographische  verspreiding 
heeft  en  waarschijnlijk  overal  voorkomt.  Niettemin  komt  het  mij  voor,  dat  zij  tot  de 
vrij   zeldzame  soorten  moet  gerekend  worden. 

In  den  laatsten  tijd  is  de  azijnethergist  ook  door  dr.  L  i  n  d  n  e  r,  in  het  labora- 
torium der  Brouwerijschool  te  Berlijn  gevonden  en  wel,  evenals  door  mij,  in  ver- 
schillende variëteiten.  Enkele  daarvan  worden  door  den  heer  L  i  n  d  n  e  r  geidenti- 
ficeerd  (1.  c.  Noot  3  pag.  302)  met  Saccharomyccs  anomalus  H  a  n  s  e  n  ,  omdat  zij 
daarmede  overeenkomen  door  de  eigenaardige  hoedvormige  sporen.  Ik  kan  mij  bij 
deze  meening  aanslutien,  daar  de  door  mij  van  krenten  geïsoleerde  vorm  volkomen 
overeenstemt,  ook  in  de  gedaante  der  sporen,  met  S.  anomalus.  Daar  de  azijnether- 
gisten niet  uit  alle  suikers  even  gemakkelijk  azijnether  voortbrengen,  en,  bij  onder- 
gedompelde levenswijze  steeds,  zelfs  overigens  onder  de  gunstigste  omstandigheden, 
slechts  een  uiterst  geringe  hoeveelheid,  is  het  zeer  wel  mogelijk,  dat  de  heer  Han- 
s  e  n  ,  die  de  azijnethervorming  bij  S.  anomalus  niet  vermeldt,  toevallig  onder  om- 
standigheden heeft  gewerkt,  waarbij  dit  lichaam  niet  ontstaat.  H  a  n  s  e  11  vond  5". 
anomalus  in  biergist. 

L  i  n  d  n  e  r  verdeelt  zijn  azijnethergisten  in  twee  groepen,  al  naarmate  daardoor 
wel  of  niet  sporen  worden  voortgebracht.  Ook  bij  mijne  verschillende  variëteiten  heb 
ik    ditzelfde    verschil    waargenomen  ').     Daar    dit    vermogen,    hoe    gewichtig    het    ook 


')   Sporen  zatJ  ik  bij   de  azijnetliersisten  afkomstig  van    krenten    en  uit   Ijcsscnsap, 
niet  hij   de  variëteiten  afkomstig  van  Chalara  polymorpha,  van  mout.  Kraan  en   zmirdecg. 
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uu  etii  pliysiiilogisch  ongpuiit  niuge  zijn  in  hocigc  mate  afhankelijk  is  van  oultuur- 
conditiën,  en  gemakkelijk  geheel  en  erfelijk  verloren  kan  gaan,  komt  het  mij  weinig 
geschikt  voor,  om  daarop  soortverschillen  te  gronden,  zoodat  ik  voorloopig  de  samen- 
vatting van  alle  tot  nu  toe  bekende  vormen  tot  een  enkele  soort,  Sacchuromyces 
sphaericus   N  a  g  e  1  i  ,  wensch  te   handhaven. 

M  o  r  p  h  o  1  o  g  i  s  c  h  e    eigens  c  h  a  p  ])  e  n. 

De  morphologie  der  azijnethergist  kan  uit  drieërlei  oogpunt  beschouwd  worden, 
nl.  ten  eerste,  met  betrekking  tot  de  normale  gedaante  der  cel  en  der  sporen,  in  ver- 
band met  voedings-  en  ontwikkelingstoestand,  in  de  tweede  plaats,  met  betrekking  tot 
de  polymorphie,  welke  bij  één  der  door  mij  gevonden  variëteiten  werd  opgemerkt  en 
in  de  derde  plaats,  met  betrekking  tot  de  variabiliteit,  welke  bij  de  meeste  mijner 
variëteiten  is  waargenomen.  X'ooral  de  beide  laatste  verschijnselen  zijn  zeer  merk- 
waardig en  hoezeer  ook  bij  eenige  andere  gistsoorten  aan  te  tretfen.  bij  de  azijn- 
ethergisten  door  het  groote  verschil  der  vormen  van  bijzdiiiler  belang.  Maar  be- 
schouwen wij  elk  dezer  onderwerpen  meer  in  het  bijzonder. 

Polymorphie.  Boven  werd  op  de  zonderlinge  waarnemingen  gewezen,  waartoe  de 
azijnethergist,  welke  in  de  jaren  1887,  1888  en  1889  in  de  Xederlandsche  Gistfabriek 
voorkwam  en  die  waarschijidijk  uit  ruw  Diirkheimer  wijngist  afkomstig  was.  aan- 
leiding heeft  gegexen.  Het  bleek  namelijk,  dat  tegen  het  houtwerk  der  melkzuur- 
kuipen,  niet  de  azijnethergist  zelve,  maar  een  fijn  mycelium  werd  gevormd,  aan  welk 
mvcelium  ik  den  naam  van  Chalara  polymorpha  lieb  gegeven  en  waaraan  de  azijn- 
ethergist, in  den  vorm  van  kleine  laterale  conidiën,  als  bessen  aan  een  tros,  ontstond. 
Werd  dit  mycelium  op  gewone  moutextract-gelatine  van  zwak-zure  reactie  overge- 
bracht,danplanttehetzich  aanvankelijk  gelijkvormigvoort  onder  overvloedige  afschei- 
ding van  conidiën,  die  zich  weer  xoordeden  als  zi jdelingsche  blaasjes  aan  de  oudere 
myceliumcellen.  Deze  conidiën  gaven,  op  de  gelatine  uitgezaaid,  aanvankelijk  ook  de 
normale  vorm  van  Chalara  polymorpha.  maar  bij  elke  vernieuwde  uitzaaiing  werden 
de  leden  der  myceiiën  korter  en  hun  samenhang  zwakker  en  in  den  loop  \aii  10  a 
14  dagen  was  er  van  de  Chalara  niets  meer  terug  te  vinden  en  bestonden  de  koloniën 
alleen  uit  gewone  gistconidiën.  die  slechts  enkele  knoppen  voortbrengen.  Werden 
C/ffl/ara-cellen  of  de  C/ia/arn-conidiën  na  van  het  houtwerk  te  zijn  afgenomen,  direct 
in  vloeibaar  moutextract  overgebracht,  ilaii  had  de  verandering  in  permanente 
azijnethergist-conidiën  veel  sneller  plaats  dan  op  de  vaste  voedingsbodems,  zoodat 
het  schijnt,  dat  de  zuurstoftoetreding  een  onmiddellijken  invloed  op  't  verschijnsel 
uitoefent.  Deze  metamorphose  heb  ik  vele  malen  waargenomen  tot  iu  het  jaar  1889 
de  Charala  uit  de  gistfabriek  is  verdwenen.  .-\lle  pogingen  om  uit  de  conidiën  weer 
tot  de  Chalara  terug  te  keeren,  zijn  mislukt. 

Chalara  vulgaris,  afkomstig  van  Het  Apeldooriische  zuurdeeg,  is  na  jarenlange 
cultuur,  gelijk  boven  reeds  opgemerkt,  geheel  onveranderd  gebleven  en  bestaat  nog 
steeds  in  mijn  verzameling  uit  een  gesepteerd  mycelium  dat  tallooze  conidiën  zijde- 
lings afsnoert,  welke  conidiën,  bij  uitzaaiing,  onveranderd  Chalara  vulgaris  op- 
leveren. 

Xormale  morphologie.  Gaan  wij  thans  over  tot  de  beschouwing  van  de  hoofd- 
punten uit  de  morphologie  der  gistconidiën,  zooals  die  bij   de  proeven  over  de  azijn- 

M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;    Derde  Deel.  '^ 


178 

ethervorming  zich  voordoen.  De  beste  voedingsvloeistof  om  de  azijnethergist  tot 
snelle  ontwikkeling  te  brengen,  is  moutextract  van  omstreeks  lo  saccharometergra- 
den.  Bij  matige  temperaturen,  welke  het  best  niet  hooger  dan  25"  C  komen,  ontstaat 
daarop  vrij  spoedig  een  gesloten,  drijvende  kaamhuid,  die  dunner  blijft  dan  de  ge- 
wone bier-  of  wijiikaamhuid  en  zich  ook  niet  zoo  sterk  sluit.  Dit  verschil  berust 
volstrekt  niet  op  een  zwakkere  intensiteit  van  groei  bij  de  azijnethergist,  maar 
daarop  dat  de  cellen  der  azijnethergist  zwaarder  zijn  dan  gewone  kaamcellen  en 
dus  spoediger  zinken;  na  eenigen  tijd  is  dit  bezinksel  in  moutextract  veel  grooter 
dan  het  bij  de  gewone  kaamsoorten  ooit  worden  kan,  omdat  de  azijnethergist  veel 
gemakkelijker  maltose  assimileert  dan  de  bier-  en  wijnkaam.  De  celvorm,  welke  in  de 
drijvende  azijnetherhuidjes  gewoonlijk  wordt  aangetroffen,  is  de  kogelvorm;  ge- 
daanten, welke  daarvan  verschillen,  kuimen  echter  onder  bepaalde  omstandigheden 
worden  gevormd,  hetzij  in  samenhang  met  het  verschijnsel  der  polymorphie  of  in 
verband  met  den  aard  der  onderzochte  variëteit.  De  hierbij  waargenomen  vorm- 
verschillen kunnen  zeer  groot  zijn;  het  optreden  van  cylindrische,  zelfs  draadvormige 
cellen,  is  niet  uitgesloten.  Nog  veel  beter  dan  in  de  kaamhuiden  leert  men  deze  ver- 
schillen kennen  in  de  gelatineculturen.  Vooral  strepen  of  koloniën  op  de  oppervlakte 
van  moutextract-gelatine  met  of  zonder  glucose  zijn  voor  dit  onderzoek  geschikt, 
omdat  daarbij  betrekkelijk  dikke  gistlagen  ontstaan,  welke  op  verschillende  afstan- 
den van  de  vrije  oppervlakte,  allerlei  concentratiën  van  de  van  buiten  toetredende 
zuurstof  moeten  bevatten,  en  daar  ongetwijfeld  juist  de  zuurstofconcentratie  in  hoofd- 
zaak de  gedaante  der  cellen  bepaalt,  is  een  enkel  mikroskopisch  beeld  van  zulk  een 
gelatine-cultuur,  vaak  een  ware  staalkaart  van  de  rijke  morphologische  differen- 
tieering,  die  de  azijnethergist  kan  vertoonen. 

Terwijl  nu,  gelijk  gezegd,  de  op  voedingsvloeistoffen  drijvende  azijnetllerinlidje^ 
meestal  uitsluitend  uit  kogelvormige  cellen  bestaan,  welke  den  naam  van  Saccharo- 
myces  sphaericiis  wettigen,  komen  in  de  gelatineculturen  juist  de  langwerpige,  lang- 
gerekte cylindrische  of  draadvormige  cellen  op  den  voorgrond.  De  gewone  ellip- 
soidische  gistcelvorm  wordt  in  bijna  alle  zeer  jeugdige  culturen  opgemerkt,  en  is, 
vergeleken  met  gewone  bier-  of  wijngist,  gekenmerkt  door  de  kleinheid  der  cellen, 
welke  omstreeks  5  |i  meten,  en  het  hyaline  protoplasma,  waarin  eerst  later  de  zoo 
eigenaardige  vetdroppel  optreedt,  welke  voor  de  zoogenoemde  »Tor»/a«-gisten  (Myco- 
derma  spheromyces)  kenmerkend,  is,  en  waarmede  de  azijnethergist  ook  in  eenige 
andere  opzichten,  bijv.  ten  aanzien  van  hare  verhouding  tot  de  assimileerbare  kool- 
hydraten, overeenstemt. 

De  oppervlakte  der  op  gelatine  groeiende  koloniën  is  meestal  droog,  meelachtig, 
sneeuwwit  en  als  bestoven.  Daarop  komt  echter  eenne  uitzondering  voor,  waarover 
ik  beneden  wensch  te  spreken  in  verband  met  de  hier  zeer  eigenaardige  verschijnselen 
van  \ariabiliteit. 

Sporenvorming.  Bij  sommige  variëteiten  van  de  azijnethergist,  bijv.  bij  die, 
welke  ik  van  krenten  en  uit  bessennat  isoleerde,  worden  in  oude  culturen,  hoedvormige 
sporen  aangetroffen,  2  tot  4  in  elke  cel.  Zulke  sporen  vormende  cellen  komen  geheel 
overeen  met  de  door  H  a  n  s  e  n  beschreven  en  afgebeelde  (I.  c.  noot  2,  pag.  302) 
Saccharomyces  anumalus.  De  hoedvormige  sporen  worden  ook  bij  vele  echte,  geen 
azijnether  \oortbrengende  kaamgisten,  welke  ontwijfelbaar  tot  Mycoderma  behooren, 
eveneens   gevonden.     Bij    andere   xariëteiten   duzer   gist   kan    van   sporenvurming   niets 
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worden  bemerkt,  daarentegen  werd  bij  deze  asporogene  variëteiten,  somtijds  een 
proces  van  verjonging  gezien,  dat  is  afstrooping  van  den  celwand  en  vorming  van 
een  nieuwen  wand  om  den  daarbij  vrijgekomen  inhoud. 

Ik  wensch  thans  over  te  gaan  tot  het  vermelden  van  eenige  bijzonderheden  aan- 
gaande de  variabiliteit  der  azijnethergist.  De  daarbij  waargenomen  verschijnselen 
zijn  belangrijk  genoeg  om  er  een  bijzondere  paragraaf  aan   te  wijden. 

Variabiliteit   bij    de   azijnethergist. 

Lang  heb  ik  geaarzeld  het  thans  te  noemen  verschijnsel  met  den  naam  van 
variabiliteit  te  bestempelen  en  niet  met  dien  van  polymorpliie.  Bij  den  aanvang  van 
het  onderzoek  heb  ik  deze  laatste  uitdrukking  gekozen,  maar  thans  komt  mij  de  aan- 
leiding daartoe  te  zwak  voor,  en  ik  gevoel,  dat  de  voornaamste  reden,  welke  mij  aan- 
vankelijk tot  die  keus  heeft  doen  besluiten,  nnhoutlbaar  is.  Die  reden  was  namelijk 
gelegen  in  de  verrassend  groote  mate  van  standvastigheid  in  de  verschillen  tusschen 
de  nieuwe  vormen,  welke  hier  in  aanmerking  knmen,  en  die  bij  azijnethergist,  af- 
komstig van  Oostersche  krenten,  van  Geldersch  en  Arabisch  zuurdeeg  en  uit  West- 
landsche  bessensap,  telkens  op  dezelfde  wijze  terugkeeren  en  de  overtuiging  vestigen, 
dat,  welke  ook  de  naaste  prikkels  zijn,  die  tot  het  ontstaan  der  varieteits-  of  soort- 
verschillen aanleiding  geven,  inwendige  oorzaken  het  verschijnsel  in  hoofdzaak  be- 
heerschen.  Het  schijnt  mij  tegenwoordig  echter  toe,  dat  het  juister  is  deze  op- 
merkelijke constantie  in  den  aard  der  variabiliteit  tot  het  begrip  van  de  analoge 
variatie  te  brengen,  dan  tot  dat  der  polymorphie. 

Bij  de  hoogere  organismen  komen  vele  soorten  voor,  welke  in  hun  morphologie 
overeenkomst  vertoonen  met  het  hier  te  beschouwen  geval.  Zoo  bijv.  het  ontstaan  van 
de  nectariiien  uit  de  gewone  perzik  (D  a  r  w  i  n  ,  Domestication.  2e  Ed,  vol.  i,  pag. 
357),  dat  van  het  ontstaan  van  Pavn  nigripemüs  uit  Pavo  cristatus  (D  a  r  w  i  n  , 
Domestication  2e  Ed.  vol.  i,  pag.  305)  etc.  Kwamen  deze  »variatiën«  iets  algemeener 
voor,  dan  zij  dit  werkelijk  doen,  dan  zou  wellicht  niemand  aarzelen  daarbij  van 
>^polymorphie«  te  spreken,  terwijl  hare  zeldzaamheid  thans  iedereen  aanleiding  geeft 
daarin  »variabiliteit«  te  zien.  Omgekeerd  heb  ik  den  indruk  gekregen,  dat,  zonder 
de  klassieke  onderzoekingen  van  D  a  r  w  i  n  en  H  i  1  d  e  b  r  a  n  d  over  de  trimorphe 
heterostylie,  de  kortstijlige  vorm  van  Lythriim  Salicaria  als  een  niet  zeldzaam  voor- 
komende variëteit  flezer  soort  en  niet  als  een  voorbeeld  van  polymorphie  zou  worden 
aangezien,  terwijl  dit  laatste  ongetwijfeld  ten  opzichte  van  de  lang-  en  middenstijlige 
vormen  zou  worden  gedaan,  ten  minste  in  de  omstreken  van  Wageningen,  waar  de 
beide  laatste  veel  algemeener  voorkomen  en  veel  meer  op  elkander  gelijken  dan  op 
de  in  allerlei  opzichten  afwijkend  gebouwde  en  veel  zeldzamere  kortstijlige  vorm. 

Ofschoon  ik  deze  aangelegenheid  als  van  groot  biologisch  belang  beschouw  en 
in  de  juiste  omschrijving  en  afbakening  van  wat  onder  »polymorphie«  en  van  wat 
onder  »variabiliteit«  moet  verstaan  worden,  een  vraag  zie,  die  vele  toekomstige 
pennen  in  beweging  zal  brengen,  moet  ik  hier  van  dit  onderwerp  in  het  algemeen 
afstappen  en  tot  de  behandeling  van  ons  concreet   voorbeeld  overgaan. 

De  azijnethergist  dan,  kan  onder  twee  hoofdvormen  gecultiveerd  worden,  die 
morphologisch  in  hooge  mate,  physiologisch  wel  is  waar  minder,  maar  toch  ook  zeer 
belangrijk  van   elkander   verschillen.     Boven  werd  onder  de  ^iXormnle  morphologie^ 
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alk-en  met  de  hdofrlvorm  rekening  gehouden,  die  zeer  veel  algemeener  is  dan  de 
bijvorm  (of  de  bijvormen).  Ieder  die  ondervinding  heeft  van  de  groep  der  Saccharo- 
myceten  zal  den  hoofdvorm  zonder  aarzelen  brengen  tot  de  »Kaamgisten«,  den 
bijvorm  daarentegen  tot  de  » Echte  gistsoorten«,  en  derhalve  daartusschen  een  ver- 
schil maken,  dat  systematisch  aan  het  verschil  tusschen  twee  ondergeslachten  be- 
antwoordt en  in  de  nieuwere  gistingphysiologie,  waarin  de  kaamgisten  tot  een  afzon- 
derlijk geslacht,  Mycoderma.  worden  gebracht,  zelfs  tot  het  rangverschil  tusschen 
twee  geslachten  zou  voeren. 

Mikroskopisch  is  de  »bijvorm«  van  de  azijnethergist  gekarakteriseerd  door  de 
gelijksoortigheid  der  cellen,  die  in  zeer  jeugdige  culturen  eenigszins  langwerpig, 
overigens  bijna  volkomen  rond  zijn  en  in  zoover  weder  goed  beantwoorden  aan  den 
naam  van  S.  sf>haericiis.  In  de  oudere  cellen  wordt  de  bovengenoemde  vetdroppel 
bijna  steeds  aangetroffen,  waardoor  de  gelijkenis  op  Mycoderma  spheromyces  groot 
wordt.  In  de  gelatine-culturen  zijn  de  cellen  van  den  »bijvorm«  steeds  kleiner  dan 
van  den  hoofdvorm;  vele  volwassen  cellen  blijven  zelfs  zoo  klein,  dat  zij  de  groote 
van  mikrokokken  nauwelijks  overtreffen  en  dan  geen  duidelijke  tegenstelling  tusschen 
wand  en  inhoud  vertoonen. 

Maar  nog  veel  belaiiggrijker  zijn  de  Dialcroskopische  verschillen  tusschen  de 
twee  vormen,  vooral  in  de  gelatine-culturen.  Terwijl  n.1.  de  hoofdvorm  zich  daarbij 
voordoet,  als  sneeuwwitte,  droge,  ais  't  ware  bestoven  of  meelige  massa,  die  betrek- 
kelijk spoedig  tot  vervloeiing  van  de  cultuurgelatine  (vooral  indien  biergelatine  als 
voedingsbodem  wordt  toegepast)  aanleiding  geeft,  is  de  bijvorm  glad,  grijsachtig, 
vochtig,  zoodat  de  bovengenoemde  tegenstelling  tusschen  »kaamvorm«  en  »gistvorm« 
daarbij  zeer  duidelijk  in  't  oog  valt,  en  van  versmelting  van  den  cultuurgrond  is 
daarbij  of  niets  of  eerst  zeer  laat  een  begin  waar  te  nemen.  Het  is  juist  dit  groote 
verschil  in  het  uiterlijk  der  koloniën,  waardoor  het  mogelijk  is  de  mate  van  varia- 
biliteit in  de  koloniën-culturen  op  de  gelatineplaten  te  beoordeelen.  Het  vinden  van 
den  bijvorm  vereischt  echter  oplettendheid,  daar  onder  eenige  honderde  of  zelfs 
duizende  normale  cellen  slechts  enkele  afwijkende  voorkomen.  Onder  hoogere  en 
grootere  plantensoorten,  welke  veel  ruimte  beslaan,  kan  een  enkel  eenigszins  af- 
wijkend individu,  dat  onder  een  duizendtal  normale  voorkomt,  licht  over  het  hoofd 
worden  gezien.  Rij  de  mikroben-culturen  is  het  daarentegen  gemakkelijk  groote  aan- 
tallen van  koloniën  snel  en  zeker  af  te  monsteren.  Hiertoe  is  het  echter  een  bepaald 
vereischte,  dat  de  koloniën  alle  op  volkomen  gelijke  wijze  en  dus  niet  in,  maaralleen 
op  de  gelatine  geplaatst  zijn,  want  het  is  duidelijk  dat  het  eigenaardige  wit  bestoven 
karakter  van  den  hoofdvorm  bij   insluiting  in  voedingsgelatine  geheel  verloren  gaat. 

Daar  de  eigenschappen  van  hoofd-  en  bijvorm  erfelijk  zijn,  levert  een  uitzaaisel 
van  den  bijvorm,  bijvorm-koloniën  op,  waaronder  slechts  zeer  weinig  afwijkende, 
dat  is  eenigszins,  maar  niet  volkomen  op  den  hoofdvorm  gelijkende  koloniën  voor- 
komen. 

Herhaalt  men  nu  de  proef  met  de  normale  bij  vorni-koloniën  dezer  Je  generatie, 
zoo  blijkt  onder  overigens  identieke  omstandigheden  het  getal  afwijkende  koloniën 
daarbij  verkregen,  nog  geringer  te  zijn  dan  bij  de  eerste  uitzaaiing,  dat  wil  zeggen, 
de  mate  van  neiging  tot  terugslag  is  verminderd.  Hij  voortzetting  dezer  proefneming 
worflt  de  hffvorm  meer  err  meer  conrt^nt  en  weldra  is  niets  afwijkends  meer  in  de 
culturen  te  vinden.    In  sommige  gevallen  was  van  af  de  eerste  uitzaaiing  van  bij\drin- 
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koloniën  onder  duizeniltallen  alle>  gefixeerd,  zoodai  men,  voor  de  eerste  maal  deze 
feiten  waarnemende,  aanvankelijk  meent,  dat  de  bijvorm  slechts  een  toevallifj  uit  de 
lucht  afkomstige  vreemde  sistsoort  is,  welke  als  verontreiniging;  in  de  cidturen  van 
den  hoofdvorm  is  beland.  Maar  spoedig  overtuigt  men  zich  door  de  krachtige 
azijnethervorming   bij   den   bijvorm,  dat   hier  een   \  ariatieverschijnsel   bestaat. 

Gaat  door  eene  of  andere  oorzaak  de  bijvorm  verloren,  d,in  kan  men  daartoe 
steeds  weer  gemakkelijk  terugkeeren,  door  het  uitzaaien  van  oud  geworden,  dat  wil 
zeggen  langdurig  bewaarde  gelatineculturen  van  clen  hoofdvorm,  il  ie  dan  steeds  een 
klein  getal  bijvorm-koloniën  oplevert.  Jonge,  dat  is  spoedig  overgeënte  hoofdvorm- 
culturen,  zijn  echter  zeer  constant  en  leveren  volstrekt  geen  bijvorm-koloniën.  Daar 
in  oude  gelatine-culturen,  de  gelatine  steeds  vervloeid  is,  kon  men  verwachten,  dat 
oude  culturen  in  voedingsvloeistofifen  zich  juist  zt)o  zouden  verhouden  als  die  op 
gelatine.  Dit  is  echter  niet  geheel  het  geval,  de  laatste  zijn  beter  geschikt  om  de 
bijvormente  verkrijgendandeeerste.  Ik  schrijf  dat  verschil  echter  alleen  aan  een  bijoni- 
standighcid  toe,  n.1.  aan  de  luchttoetreding,  die  bij  de  gelatine-culturen  rijkelijker 
moet  zijn  dan  in  de  vloeistoffen  en  ik  heb  neiging,  hoezeer  het  bewijs  nog  niet  volledig 
kon  gebracht  worden,  in  de  zuurstoftoetreding,  den  eigenlijken  aanstoot  tot  de 
vairiabiliteit  te  zien,  welke  tot  het  ontstaan  van  den  bijvorm  voert.  Ik  xoel  mij  daartoe 
gedr(.)ngen,  omdat  ook  hier,  evenals  in  enkele  andere  nauwkeuriger  bekende  gevallen 
van  variabiliteit,  temperaturrsverhooging  het  optreden  der  variatie  op  overeenkomstige 
wijze  begunstigt  als  het  oud  worden  der  culturen.  Zeer  krachtige  oxydatieverschijn- 
selen,  welke  wellicht  een  gedeelte  van  de  levende  stof  der  varieerende  cel  blijvend 
vernietigen,  liggen  misschien  aan  het  verschijnsel  ten  grondslag. 

De  afwijkende  koloniën,  welke  in  omvangrijke  culturen  van  den  bij\orm  kuimen 
worden  aangetroffen,  zijn,  zofials  boxen  reeds  is  opgemerkt,  niet  aan  den  hoofdvorm 
gelijk. 

Een  volledige  terugkeer  van  uit  den  bijvorm  tot  den  hoofdvorm  is  mij  tot  nu  toe 
niet  voorgekomen.  Wel  is  een  gedeeltelijke  terugkeer  daarbij,  onmiskenbaar.  Er 
ontstaat  namelijk  nu  en  dan  uit  den  bijvorm  een  witachtige,  meelig  bestoven  koloniën- 
vorm,  die  uiterlijk  wel  op  den  hoofdvorm  gelijkt  en  ook  vrij  gemakkelijk  een 
»azijnetherhuid«  op  cultuur-vloeistoffen  voortbrengt,  maar  mikroskopisch  aan  den 
bijvorm  gelijk  is  gebleven.  Juist  aan  het  betrekkelijk  algenieene  voorkomen  van 
dezen  tusschenv.irm  schrijf  ik  het  toe,  dat  ik  tot  nu  toe  geen  volledigen  terugslag 
van  bijvorm  tot  hoofdvorm  heb  waargenomen.  Want  wanneer  dit  verschijnsel  even 
zeldzaam  is  als  het  omgekeerde,  dat  is  als  het  ontstaan  van  bijxdrm  uit  hoofdvorm, 
dan  moet  het  moeielijk  zjin  onder  de  tusschenvormkoloniën,  die  veel  algemeener  zijn, 
den  daarvan  moeielijk  onderscheidbaren  hoofdvorm  te  herkennen.  Ik  hecht  dus  aan  dit 
hiaat  in  de  waarnemingen  niet  veel  gewicht. 

Eer  ik  met  deze  beschouwing  over  de  variabiliteit  der  azijnethergist  eindig,  moet 
ik  opmerken,  dat  er  ook  nog  andere  tusschentrappen  tusschen  hoofd-  en  bijvorm  be- 
slaan dan  de  zooeven  genoemde  welke  direct  uit  den  hoofdvorm  ontspringen  en  onder 
dezelfde  omstandigheden  als,  maar  iets  min<ler  vaak  dan  de  bijvorm.  Onder  deze 
tusschenvormen  is  er  vooral  een  tamelijk  karakteristieke  midden\orni,  die  betrek- 
kelijk dikwijls  ontstaat,  terwijl  de  vormen,  die  meer  naderen  hetzij  tot  hoofdvorm 
of  tot  bijvorm,  veel  zeldzamer  zijn. 

In  den  aanvang  dezer  paragraaf  wees   ik  op  de  schijnbare  overeenstennning  met 
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de  polymorphie,  welke  de  verschijnselen  van  de  veranderlijkheid  der  azijnethergist 
ontegenzeggelijk  vertoonen  en  op  het  gewicht  van  het  scherp  begrenzen  dezer  be- 
grippen. Ik  wil  er  thans  nog  op  wijzen,  dat  in  de  variabiliteit  der  azijnethergist,  die 
zich  op  analoge  wijze  bij  een  aantal  andere  gistsoorten  herhaalt,  in  geen  geval  een  eigen- 
schapkan gezien  worden,  die  op  een  lijn  moet  gesteld  worden  met  de  »pleomorphie«der 
hoogere  Fungi,  waarmede  juist  het  beschreven  geval  van  polymorphie  der  azijnether- 
gist analoog  schijnt  te  zijn,  daarmede  ten  minste  in  bijna  alle  essentieele  opzichten 
overeenstemt.  Ook , is  het  reeds  op  zich  zelve  in  zekeren  zin  tegenstrijdig  aan  te 
nemen,  dat  polymorphie,  welke  zoo  bij  uitnemendheid  een  soortkenmerk  is,  ook  in 
conidiën-generaties  zou  worden  gezien. 

Wat  betreft  de  voedingsvoorwaarden,  waarbij  de  variëteitskenmerken  het  beste 
zichtbaar  worden,  moet  nog  worden  opgemerkt,  dat  daartoe  zwak  zure  moutextract- 
gelatine  het  meest  geschikt  is.  Zeer  fraai  komen  de  onderscheidingskenmerken  ook 
op  biergelatine  voor  den  dag,  terwijl  geheel  kunstmatige  voedselmengsels  daarvoor 
veel  minder  zijn  aan  te  bevelen,  niet  omdat  daarop  de  variabiliteit  uitblijft,  maar 
omdat  het  verschil  tusschen  de  koloniën  bij  zwakke  vergrooting  zoo  moeielijk  waar- 
neembaar wordt  en  aan  een  direct  mikroskopisch  onderzoek  van  duizende  koloniën 
natuurlijk  niet  te  denken  valt. 

Naast  het  hier  behandelde  geval  van  morphologische  variabiliteit,  heb  ik  bij  de 
uit  Chalara  polymurf>ha  verkregen  conidiën,  »physiolog!Sche  variabiliteit*  waarge- 
nomen, bestaande  in  eene  belangrijke  vermindering  van  het  vermogen  om  azijnether 
voort  te  brengen,  bij  overigens  in  ieder  ander  opzicht  onveranderd  gebleven  ken- 
merken. Ook  met  de  azijnethergist  uit  Djeddahgist  afkomstig,  is  de  volledige  physio- 
logische  verbranding  meer  en  meer  op  den  voorgrond,  de  azijnethervorming  op  den 
achtergrond  getreden.  Daar  ik  juist  deze  twee  variëteiten  het  langste  in  cultuur  heb 
en  daarmede  vele  proeven  heb  genomen,  kan  ik  niet  uitmaken  of  hier  moet  gedacht 
worden  aan  eene  verkeerde  koloniënselectie  of  aan  rasdegeneratie,  —  ik  vermoed  het 
laatste. 

Voeding,  alko  holgisting,    zuur  vorm  ing,    azijn  ether  \orming 
en  physiologische  verbranding. 

Voor  de  soortkarakteristiek  in  de  familie  der  Saccharomyceten  levert  de  ver- 
houding der  gistsoorten  tegenover  verschillende  suikers  kenmerken  van  groote  waarde 
op.  Daardoor  laten  zich  een  zeker  getal  physiologische  typen  opstellen,  die  door  den 
graad  der  specialiseering,  dat  wil  zeggen  door  het  grootere  of  kleinere 
aantal  suikersoorten  en  verwante  stoiïen,  welke  daardoor  kunnen  geassimileerd  wor- 
den, onderscheiden  zijn  en  waarop  met  zeker  recht  namen  als  Glukomyces,  Rafüno- 
myces,  Lactomyces,  Polysaccliaromyces  kunnen  toegepast  worden.  Terwijl  wij  reeds 
vroeger  zagen,  dat  de  azijnethergist,  wat  de  hoofdvorm  aangaat,  uit  een  morpho- 
logisch  oogpunt  wellicht  tot  de  kaamgisten  moet  gebracht  worden,  d.  i.  tot  het  onder- 
geslacht  Mycoderma,  terwijl  de  bijvorm  dan  tot  de  gewone  gistsoorten  zou  behooren, 
is  zij  uit  een  physiologisch  oogpunt,  zoowel  in  den  toestand  van  hoofdvorm  als  bij- 
vorm, een  Polysaccharomyces.  Dit  volgt  uit  het  feit,  dat  de  meest  verschillende  kool- 
hydraten tot  haar  voeding  en  groei  kunnen  dienen.  Glukose,  levulose,  rietsuiker, 
maltose,    dextrine,    raffinose,    piannit,    glycerine    worden    gemakkelijk    geassimileerd. 
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Ook  alkohol  en  acetaten  worden,  hoezeer  veel  nioeielijker  en  alleen  in  {;elatlnccul- 
turen,  opgenomen  en  geven  tot  groei  aanleiding.  Azijnether  is  daarentegen  niet 
assiniileerbar  en  moet  als  een  eindproduct  van  de  stofwisseling  worden  beschouwd. 
Uit  dit  overzicht  volgt  aan  den  eenen  kant  de  physiologische  gelijkenis  op  de  gewone 
wijn-  en  bierkaam,  n.1.  door  de  assimileerbaarheid  van  glycerine,  alkohol  en  acetaten, 
an  den  anderen  kant  de  \erwantscliap  tot  de  overige  gistgroepen,  welke  maltose  en 
rietsuiker  assimileeren,  wat  de  kaamgisten  onder  gewone  omstandighe<len  niet  doen. 
Het  eigenaardige  dubbele  morphologische  karakter  komt  dus  ook  in  de  physio- 
logische eigenschappen  te  voorschijn. 

Zullen  (Ie  genoemde  koolstofverbindingen  geassimileerd  worden,  dan  moeten, 
behalve  de  noodige  phosphaten  en  aschbestanddeelen,  ook  geschikte  stikstofbronnen 
aangeboden  worden.  Daar  het  stikstofgehalte  van  de  azijnethergist  echter  zeer 
gering  is,  kan  er  met  zeer  kleine  hoeveelheden  dezer  verbindingen  reeds  veel  gist 
gevormd  worden.  Het  is  mij  gebleken,  dat  in  de  stikstofbehoefte  door  de  meest  ver- 
schillende stikstofbronnen  kan  <-oorzien  worden,  hoezeer  in  verschillenden  graad  van 
gemakkelijkheid.  De  volgende  stoffen  onderzocht  ik  bij  overigens  gelijke  omstandig- 
iieden:  asparagine,  chloor-ammonium,  ammonium-sulfaat,  pepton,  glykokol,  ureum  en 
kaliumnitraat  en  bevond,  dat  de  daarmede  in  gelijken  tijd  voortgebrachte  hoeveel- 
heden azijnethergist  het  grootst  waren  voor  asparagine,  het  geringst  voor  kalisal- 
peter, en  dat  de  overige  stoffen,  in  de  gegeven  volgorde,  een  afdalende  reeks  vorm- 
den. Tusschen  de  gemakkelijkheid.  waarmede  het  phosphorzuur  wordt  opgenomen, 
kon  ik  geen  verschil  bemerken,  wanneer  natrium-,  kalium-,  ammoniumphosphaat  of 
phosphorzout  werd  aangeboden,  indien  slechts  zorg  werd  gedragen,  dat  de  zuurtiter 
der  gebruikte  voedingsoplossingen  dezelfde  was.  Ook  aan  pyrophosphaten  en  phos- 
phorigzure  zouten  kon  de  noodzakelijke  phosphor  onttrokken  worden,  maar  hierbij 
werden  alleen  proeven  met  kalium  verbindingen  uitgevoerd. 

De  asijnethergist  behoort  tot  de  alkohol  gisten,  maar  dit  karakter  komt  slechts 
onder  bepaalde  omstandigheden  te  voorschijn,  omstandigheden  die  dezelfde  zijn  als 
bij  de  gewone  Mycoderina\orme.i\.  Het  is  daartoe  n.1.  noodig,  dat  de  gist  onderge- 
dompeld leeft  en  dat  glukose  of  levulose  in  de  behoefte  aan  koolhydraten  voorzien. 
Andere  suikersoorten  zijn  daartoe  niet  geschikt,  bijv.  maltose  en  dextrine,  terwijl 
rietsuiker  vooraf  geïnverteerd  wordt.  Daar  de  inversie  van  rietsuiker  door  azijnether- 
gist langzaam  en  moeielijk  geschiedt,  is  ook  de  alkoholgisting  daaruit  minder  krachtig 
dan  uit  glukose  en  levulose.  De  eenvoudigste  wijze  om  suikersoorten  op  hun  ver- 
mogen van  alkoholvorming  te  onderzoeken,  bestaat  in  het  toevoegen  ervan,  in  con- 
centratien  van  2  a  15%,  aan  gistaftreksel. 

De  gevormde  alkohol  is  onder  alle  omstandigheden  aethyl-alkohol.  In  de  ruwe 
distillaten  zijn  daarmede  echter  steeds  een  weinig  azijnether  en  wellicht  ook  sporen 
van   hoogere   esters   gemengd,   waardoor    het   product   een    sterk   bouquet   vertoont. 

Ontstaat  bij  de  alkoholgisting  door  azijnethergist  slechts  een  zeer  geringe 
hoeveelheid  azijnether,  geheel  anders  wordt  dit,  wanneer  door  zeer  rijkelijke  zuur- 
stoftoetreding de  alkoholgisting  is  uitgesloten,  bijv.  wanneer  de  cultuur  zich  als  drij- 
V enden  azijnetherhuid  op  de  voedingsvloeistof  bevindt  of  als  gistlaag  tegen  de  opper- 
vlakte van  een  vast  substraat  groeit.  Zal  echter  onder  deze  omstandigheden  de 
(isijnethervorming  soo  sterk  mogelijk  zijn,  dan  moeten  de  drijvende  huidjes  niet  uit 
een  enkele,  maar  uit  meerdere  cellagen  bestaan.  Een  nauwkeurig  onderzoek  leert,  dat 
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dit  feit  flaardoor  verklaard  moet  worden,  dat  de  azijnethergist  behalve  alkoliol  en 
azijnethernogbovendien  azijnzuur,  een  suikerzuur,  koolzuur  en  water  uit  een  deel  van 
de  verdwenen  suiker  voortbrengen  kan,  en  dat  de  mate  van  zuurstoftoetreding  aan 
het  tot  stand  komen  van  het  eene  of  het  andere  dezer  processen  ten  grondslag  ligt. 

De  vorming  van  koolsuur  en  zcater  heeft  bij  de  azijnethergist  zonder  twijfel 
onder  alle  omstandigheden  plaats,  maar  toch  naar  het  schijnt  alleen  dan  het  meest 
intensief,  wanneer  de  andere  genoemde  processen  zijn  uitgesloten.  Daar  deze  vol- 
ledige en  meest  zuivere  vorm  van  de  physiologische  verbranding  zeer  begunstigd 
wordt  door  de  temperatuur  en  daarmede  sneller  stijgt  dan  de  azijnetherproductie, 
hoezeer  deze  ook  in  hooge  mate  door  de  warmte  wordt  verhoogd,  is  het,  voor  het 
maken  van  veel  azijnether  wenschelijk  bij  een  niet  hoogere  temperatuur  dan  25*  C 
te  cultiveeren. 

\'an  de  verschillende  assimileerbare  koolstofbronnen,  gezeu  slechts  enkele  aanlei- 
ding tot  asijnethervorining  n.1.  glukose,  levulose  en  rietsuiker  in  groote  hoeveelheid, 
maltose  veel  minder  en  dextrine  slechts  in  sporen.  Om  deze  reden  is  bier,  waarop  de 
azijnethergist  overigens  goed  groeit  en  gemakkelijk  een  drijvende  huid  vormt, 
ongeschikt  voor  de  azijnetherbereiding.  Moutextract  zonder  verdere  toevoegingen, 
waarin  het  gehalte  aan  rietsuiker  en  glukose  zeer  gering  is,  is  eveneens  voor  azijn- 
ethervorming  weinig  geschikt,  maar  wordt  daaraan  glukose  of  rietsuiker  toege- 
voegd, dan  kan  een  daarop  drijvende  azijnetherhuid  krachtig  werken.  Intusschen 
moet  het  gehalte  aan  deze  suikers  in  het  moutextract  niet  te  hoog  worden  opge- 
dreven. Gaat  men  bijv.  boven  5%  glukose,  dan  wordt  het  moeielijk  huidvorming  te 
bewerken,  de  cellen  zinken  onder  en  geven  tot  sterke  alkoholgisting  van  de  glukose 
aanleiding.  Door  temperatuurverlaging  kan  dit  onderzinken  echter  tegengegaan  wor- 
den en  het  is  mij  zelfs  gelukt  op  moutaftreksels  met  10%  glukose  huidvorming  te 
verkrijgen  door  in  een  koud  vertrek  te  cultiveeren.  Maar  daarbij  was  en  bleef  de 
azijnethervorming  betrekkelijk  gering.    Men  bezige  derhalve  3  a  4%   glukose. 

Zeer  eigenaardig  is  de  invloed  van  den  bindingsvorm,  waarin  de  stikstof  wordt 
aangeboden  op  de  azijnethervorming.  In  vier  kolven,  gevuld  met  knnstmati.ge  voe- 
dingsvloeistoffen van  de  volgende  samenstellin.g: 

89,5  G.  water 

10,0  G.  glukose 

0.2  G.  kaliumphosphaat 

0,2  G.  magnesiunisulfaat 

0,1  G.  chloorcalcium 

werden  achtereenvolgens  gebracht,  in  de  eerste  kolf,  0,5  gram  pepton  siccum,  in  de 
2e,  0,5  gr.  asparagine,  in  de  3e,  0,2  gr.  chloorammonium,  in  de  4e,  0,2  gr.  kalisalpeter. 
Daarna  werd  met  een  platinaoogje  op  elk  een  even  groot  stukje  eener  drijvende  azijn- 
etherhuid gebracht.  Na  plaatsing  in  een  thermostaat  bij  24"  C  bleek  na  verloop  van 
vier  dagen,  dat  de  volgende  toestand  was  ingetreden.  In  de  peptonkolf  was  matig 
veel  gist  gevormd,  die  geheel  was  gezonken,  zonder  azijnether  te  vormen.  In  de 
3  overige  kolven  was,  behalve  bezonken  gist  een  gesloten  drijvende  huid  ontstaan,  die 
het  krachtigst  was  in  de  asparaginekolf,  het  zwakste  in  de  salpeterkolf.  In  alle  3  was 
azijnether  ontstaan,  het  minste  in  de  salpeterkolf,  waarin  het  huidje  na  nog  vier  dagen 
onderzonk.  terwijl  het  in  de  beide  andere  bleef  drijven. 


i85 

Hierna  werden  de  peptonkoli  en  de  salpeterkolf  in  een  koud  vertrek  j;eplaatst. 
Xa  omstreeks  een  week.  ontstond  onder  invloed  van  de  lage  temperatuur  een  drijvend 
huidje  in  de  peptonkolf.  maar  de  azijnethervorming  bleef  wel  niet  geheel  uit,  maar 
toch  uiterst  zwak.  In  de  salpeterkolf  veranderde  de  toestand  niet  meer.  .\an  het  eind 
der  proef  werd  in  de  asparagin-  en  chloor-ammoniumkolven  geen  suiker  teruggevon- 
den, in  de  peptonkolf  omstseeks  5%.  dus  de  helft  van  de  oorspronkelijke  hoeveel- 
heid, in  de  salpeterkolf  6%. 

\'oor  de  bereiding  van  azijnether  in  grootere  hoeveelheden  heb  ik  na  talrijke 
proeven  rozijnen,  krenten  en  dadels,  die  alle  rijk  zijn  aan  vruchtsuiker,  als  de  beste 
materialen  leeren  kennen  ').  Deze  materialen  worden  met  ongeveer  hun  volume  aan 
water  opgeweekt.  in  een  mortier  fijn  gewreven  en  de  zoo  verkregen  pap  in  dunne 
lagen  in  Erlenmeijersche  kolven  opgekookt.  Xa  afkoeling  heeft  het  infecteeren  plaats 
met  een  voorafgaande  azijnethergisting.  liefst  in  grootere  hoeveelheid,  daar  het  in- 
fectiemateriaal zoo  spoedig  mogelijk  op  de  halfvloeibare  massa  een  gesloten  azijn- 
etherhuid   vormen  moet. 

Daar  de  azijnether  voor  de  meeste  vreemde  organismen  sterk  antiseptisch  werkt, 
behoeft  men  niet  te  vreezen,  dat  deze  proeven,  ook  bij  eenigszins  gebrekkige  voor- 
zorgen, licht  zullen  mislukken.  Alleen  gewone  gistsoorten.  kaamgist  en  azijnbactericn 
moeten  zorgvuldig  verwijderd  worden  gehouden,  wat  in  een  laboratorium  zeer  ge- 
makkelijk is  en  bij  een  fabriekmatig  bedrijf  uitvoerbaar  schijnt. 

De  azijnether  is  echter  ook  schadelijk  voor  de  levensfunctiën  der  azijnethergist 
/elve.  welke,  reeds  bij  een  gehalte  in  rozijnenpap  van  0.2%  azijnether,  ophoudt  nog 
meer  van  deze  stof  voort  te  brengen,  terwijl  nog  onveranderde  suiker  in  overvloed 
voorhanden  is.  Wordt  daarvan  echter  de  azijnether  afgedistilleerd.  en  de 
achterblijvende  massa  met  de  noodige  voorzorgen  opnieuw  geinfecteerd  met  azijn- 
ethergist, dan  begint  de  azijnethervorming  met  vernieuwde  kracht.  Door  toevoeging 
van  asparagine  en  animoniumphosphaat  of  zelfs  chloor-ammonium  als  stikstofbron 
kon  in  deze  aftreksels  het  proces  nog  worden  versneld  en  mijne  proeven  doen  mij 
verwachten,  dat  het  mogelijk  zal  zijn,  op  deze  discontinue  wijze  de  suiker  uit 
rozijnen  volledig  door  azijnethergist  om  te  zetten.  Welk  constant  verlies  van  suiker 
hierbij  aan  de  volledige  verbranding  tot  koolzuur  en  water  te  wachten  is,  kan  ik  nog 
niet  mededeelen,  evenmin  bij  welke  suikerconcentratie  het  voordeeligst  volgens  dit 
systeem  te  werken   zal   zijn. 

Een  denkbeeld  van  de  rendementen  aan  azijnether,  welke  ik  bij  mijne  proeven 
bereikt  heb,  verkrijgt  men  uit  de  volgende  gegevens.  Rozijnenpap  met  een  oorspronke- 
lijk suikergehalte  van  15%  leverde,  bij  tweevoudige  infectie  volgens  bovengenoemde 
handelwijze  0.4%  azijnether  berekend  op  de  oorspronkelijk  aanwezige  suiker.  Daar 
10%  suiker  hierbij  onaangeroerd  waren  gebleven,  was  blijkbaar  0.8%  van.  de  ver- 
dwenen suiker  in  azijnether  veranderd,  een  getal  dat  mijne  verwachting  heeft  over- 
troffen en  vermoedelijk  nog  belangrijk   zal   kunnen  worden  opgedreven  -). 

Wenschte  men  uit  graan  azijnether  te  maken,  dan  zou  na  versuikering  door 
mout.   omzetting   der   maltose   in    glukose.    aan   de   azijnethervorming   moeten   vooraf- 


')    In   de   door   mij    gebruikte   rozijnen   zat   5-'=/o  suiker  en   c.  a.  l3"/o  water. 
-)   Nageli's  opgaaf,  dat  in  most  al  de  suiker  in  azijnether  kan  vvrandireii,  wordt 
door  hem  zonder  eenige  n.ndere  toelichting  gedaan. 
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gaan.    Industrieel  zou  dit  het  beste  te  bereiken  zijn  door  middel  van  de  glukase,  dat 
is  het  enzvni,  dat  in  het  meel  van  ongekiemde  maïs  voorkomt. 

De  azijnether  uit  rozijnen  verkregen  wisselt  eenigszins  in  kookpunt,  wellicht 
afhankelijk  van  de  gebruikte  gistvariëteiten,  die  dan  verschillende  bijmengsels  zouden 
voortbrengen.  Zoo  verkreeg  ik,  in  1887,  met  de  conidiën  van  Chalara  polymorpha 
een  azijnether  van  71  i  72°  C  kookpunt,  in  1895  met  de  azijnethergist  uit  bessensap 
een  azijnether  van  73J4  a  75"  C  kookpunt.  Deze  laatste  waarneming  heb  ik  te  danken 
aan  den  heer  A.  van  D  e  1  d  e  n  ,  technoloog,  werkzaam  in  het  chemisch  labora- 
torium der  Polytechnische  school,  die  mijne  latere   ruwculturen  heeft  afgedistilleerd. 

De  heer  van  D  e  1  d  e  n  heeft  zich  verder  door  een  elementairanalyse  overtuigd, 
dat  de  verkregen  stof  ongetwijfeld  azijnether  is.     Hij   vond  namelijk: 

Koolstof.    Waterstof. 

Azijnether    door   azijnethergist    gevormd 54,45%.     .     .     9,3% 

Berekend   voor   aethylacetaat 54,54%.     .     .     9,1% 

Professor  van  't  Hof  f  en  Dr.  van  Deventer  stelden  in  1887  vast')  dat 
mijn  azijnether,  welke  hen  als  product  van  het  leven  interesseerde,  in  overeenstem- 
ming met  de  verwachting,  geen  draaiend  vermogen  voor  het  gepolariseerde  licht  bezit. 

De  zuurvorming  is  bij  de  azijnethergist  eene  zeer  veranderlijke  functie.  De 
krachtigste  uiting  daarvan  nam  ik  waar  bij  cultuur  op  vasten  bodem  met  dik-oplig- 
gende,  niet  al  te  talrijke  koloniën  op  eene  dunne  laag  cultuur-gelatine.  Zoowel  glu- 
kose  als  rietsuiker,  hetzij  ingesloten  in  moutextract  gelatine  of  in  geheel  kunstmatige 
voedingsgelatine  met  chloorammonium  als  stikstofbron,  geven  tot  zeer  belangrijke  zuur- 
vorming aanleiding.  Na  het  smelten  van  deze  cultuurgelatinen,  nadat  de  azijnether- 
gist daarop  omstreeks  14  dagen  gegroeid  had,  titreerde  ik  per  100  c.M^  gelatine, 
15  C.M'  normaal  zuur.  Na  afdistilleeren  dezer  gelatine  tot  het  distillaat  neutraal 
reageerde,  werd  in  het  distillaat  omstreeks  de  helft  van  het  gevonden  zuur  als  azijn- 
zuur teruggevonden.  Het  achtergebleven,  niet  vluchtige  zuur  is  waarschijnlijk  een 
direct  oxydatieproduct  van  suiker,  vergelijkbaar  of  identiek  met  het  glukonzuur,  dat 
azijnbacteriën  uit  glukose  voortbrengen. 

Deeenvoudigste wijzeomdezuurvormingdoor  azijnethergist  quantitatief  zichtbaar 
te  maken  is  het  gebruik  van  een  met  een  bekende  hoeveelheid  krijt  vermengden  cul- 
tuurbodem.  Trekt  men  daarop  strepen  van  de  verschillende  variëteiten  van  azijn- 
ethergist, dan  ontstaan,  voor  zoover  vrije  zuren  zich  door  diffusie  in  de  gelatine  ver- 
spreiden, heldere  doorschijnende  velden  in  den  witten  grond.  De  kalkzouten  der 
hierbij  gevormde  zuren  worden,  door  de  azijnethergist  zelve  weder  langzaam 
geassimileerd  onder  afscheiding  van  calciumcarbonaat  als  eindproduct. 


')   \'an  't    lldlf,  üi.x  années  dans  1'histoirc  d'uuc  theorie.  paK.  40,  Rotterdam  1887. 


Ueber  eine  EigentümliGhkeit  der  löslichen  Starke. 

Centralblatt  für  Bakteriolof;ic  mui  Parasitenkunde.  Jcna,  H.  A1)teilung,  II.  Band,   181)6, 

S.  697 — 690. 

Die  Diskussionen,  welche  in  der  letzten  Zeit  wieder  über  den  Aufbau  des  Starke- 
kornes  eröftnet  sind,  veranlassen  inich,  folgende  Beobachtung  mitzuteilen, 
welche  vielleicht  geeignet  ist,  neue  Versuche  über  die  Natur  der  koUoidalen  Körper 
anzubahnen. 

Bei  meinen  zahlreichen  Diffusionsversuchen  mit  amylasehaltigen  Praparaten  auf 
festem  Substrate  habe  ich  meistens  anstatt  gewöhnlicher  Starke  lösliche  Starke  ver- 
wendet.  Dieser  Körper  entsteht  ')  durch  l'ebergiessung  von  Kartoffelstarke  mit 
Salzsaure  von  7,5-pruz.  Einwirkung  hei  Zimmertemperatur  wahrend  2  Tagen  und 
durch  zweimalige  Erneuerung  der  Siiure  und  Wiederholung  der  Einwirkung.  Es  wird 
dann  mit  destilliertem  Wasser  ausgewaschen  und  zuletzt  mit  verdünntem  Natrium- 
karbonat,  wobei  ein  Körper  resuhiert,  welcher  mikroskopisch  die  Struktur  und  alle 
übrigen  Eigenschaften  des  Starkekornes  beibehalten  hat,  sich  jedoch  in  kochendem 
Wasser  vollstandig  klar  und  in  jedem  \'erhaltnisse  lost.  Beim  Erkalten  der  Lösung 
scheidet  sich  die  Starke  jedoch  in  amorphem  Zustande  ab,  und  Lösungen  von  8  Proz. 
und  mehr  erstarren  beim  Erkalten  zu  einer  alabasterweissen  Gallerte.  Bei  meinen 
obengenannten  \'ersuchen  musste  ich  nun  fortwahrend  rechnen  mit  der  folgenden 
bemerkenswerten  Eigenschaft  der  löslichen  Starke:  Ihre  wasserige  Lösung 
lasst  sich  nicht  mis  c  hen  mit  einer  wasserigen  Gelatine- 
lösung,  s  e  1  b  s  t  nicht  bei  K  o  c  h  h  i  t  z  e.  Beim  S  c  h  li  1 1  e  1  n  beider 
entsteht  d  e  s  h  a  1  b  eine  E  m  u  1  s  i  o  n. 

Versucht  man  also  z.  B.  in  einer  20-proz.  Lösung  löslicher  Starke  durch  Kochen 
5-proz.  Gelatine  zu  lösen,  so  wird  man  mit  der  Lupe  oder  bei  schwacher  Vergrösse- 
rung  eines  Tropfens  der  Mischung  unter  dem  Mikroskope  bemerken,  dass  man  nur 
eine  Emulsion  erhalten  hat,  und  zwar  eine  Emulsion  von  Gelatinetröpfchen  in  Starke- 
lösung.  Lasst  man  sie  erstarren,  so  entsteht  eine  Starkeplatte,  welche  die  erstarrten 
Gelatinetropfen  in  Suspension  erhalt.  In  den  Gelatinetröpfchen  finden  sich  ihrerseits 
eine  grosse  Menge  ausserst  fein  verteilter  Starketröpfchen,  welche  nur  bei  starkerer 
Vergrösserung  und  durch  Jod-Einwirkung  sichtbar  werden. 

Erhöht  man  den  Gelatinegehalt  der  Starkelösung,  so  entsteht  allmahlich  eine 
Lösung,  welche  so  viel  Gelatinetröpfchen  enthiilt,  dass  diese  einander  beim  Erstarren 
beinahe  berühren  und  abplatten  können,  und  mit  einiger  Vorsicht  lasst  sich  daraus  auf 
der  Objektplatte  ein  »künstliches  Zellgewebe«  darstellen,  wovon  die   Zwischenwande 


')   Journal  für  praktisclie  Chemie.   Bd.  XXXVI.  1886.  p.  378. 
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aus  Starke,  der  »ZeIlinhalt«  aus  Gelatine  besteht.  Wird  der  Gelatinegehalt  dann  noch 
weiter  vermehrt,  so  kehrt  sich  die  Sache  urn,  die  Starke  scheidet  sich  als  Tropfen  ab, 
welche  in  der  Gelatinemasse  suspendiert  sind.  Beim  Ahkühlen  erstarren  diese  Starke- 
tröpfchen  natürlich,  doch  zeigen  sie  dann,  wie  zu  erwarten  war,  im  polarisierten 
Lichte  keine  Doppelbrechung,  so  dass  sie  auf  die  Struktur  der  natürlichen  Starke  kein 
neiies  Licht  werfen.  Fiigt  man  der  Gelatine  Kochsalz  zu,  so  lost  sich  darin  etwas 
Stiirke,  was  durch  die  Jodreaktion  sichtbar  wird.  Steigende  Gehalte  an  Glycerin 
wirken  storend;  20  und  mehr  Proz.  dieses  Körpers  zugesetzt,  erzeugen  eine  an- 
scheinend  vollstandige  Mischung  und  heben  zugleich  das  Erstarrungsvermögen  auf. 
Ljisst  man  durch  Berührung  mit  Wasser  das  Glycerin  hinausdift'undieren,  so  entsteht 
ein  homogenes  Gemisch,  welches   sich  nach  iieuer   Erhitzung  wieder   trennt. 

Die  Grosse  der  Triipfchen  kann  man  willkürlich  abiindern,  einfach  durch  starkes 
Schütteln  der  heissen  Lösung.  Da  die  Stiirkelösung  spezifisch  schwerer  ist  wie  die 
Gelatinelösung,  wird  man  bei  ruhigem  Stehen  des  Gemisches  eine  Trennung  beider 
Bestandteile  bemerken,  wobei  die  Stiirkelösung  immer  untersinkt,  .ïhnlich  wie  eine 
Emulsion  von  Oei  in  Wasser  sich  trennen  würde. 

Mit  Gelatine  und  Agar,  Gelatine  und  Inulin,  Gelatine  und  arabischeni  Gummi, 
Gelatine  und  Dextrin,  .Agar  und  lüslicher  Starke.  .Agar  und  Inulin,  .Agar  und  ara- 
bischem  Gummi,  Agar  und  De.xtrin  habe  ich  die  gleichen  Erscheinungen  nicht  wahr- 
nehmen  können,  ich  muss  deshalb  annehmen,  dass  es  sich  um  eine  spezifische  Eigen- 
schaft der  Starke  in  Bezug  auf  Gelatine  handelt.  Besonders  bemerkenswert  scheinen 
inir  die  weiten  .'^chwankungen,  welche  im  Wassergehalt  der  beiden  Lösungen  vorkom- 
men können,  ohne  dass  dadurch  der  Hauptcharakter  des  Versuches  geandert  wird. 

Die  vielen  Fragen,  zu  welchen  dieses  sonderbare  Gemisch  zweier  Kolloiden  ver- 
aidasst,  besonders  diejenigen  nach  der  Einwirkung  von  aussalzenden  und  lösenden 
Körpern,  sowie  diejenige  nach  der  schliesslichen  X'erteilung  des  Wassers  zwischen 
den  zwei  Lösungen,  deren  osmotischer  Druck  wohl  =  o  sein  soll,  blieben  bisher  un- 
crörtert.  Vielleicht  wird  irgend  einer  der  Leser  dieses  Blattes  geneigt  sein,  darauf 
weiter  einzugehen,  weil  dabei  in  cheniisch-physikalischer  Richtung  etwas  Licht  auf 
die  Kolloidalstruktur   fallen  diirfte. 


Kulturversuche  mitAmöben  auf  festemSubstrate. 

Centralblatt  für  BakterioloKic  und  Parasitenkunde,  Jcna.  I.  Abteihing,  XIX.  Band,  i8<)6, 

S.  -'5/--'fi7. 

Ich  will  in  Folgendem  die  Lebensgeschichte  zweier  Amöben  bespreohen.  übschon 
die  Resultate  niit  der  in  Alkoholrohgarungen  aufgefundenen  A  ni  o  e  b  a  zynin- 
p  h  i  1  a  die  interessanteren  sind,  weil  dadurch  unser  Laboratoriumsmatcrial  niit 
einem  nicht  unwichtigen  Objekte  vermehrt  wird,  will  ich  doch  auch  meinc  schon 
alteren  Beobachtungen  bezüglich  einer  sehr  gemeinen  Erdaniöbe  anführen,  weil 
dieselben  in  morphologischer  Hinsicht,  wie  ich  glaube,  einige  neue  Daten  entlialteii. 
Ich  will  letztere  Art,  wegen  ihres  gemeinsamen  \  orkommens  niit  den  Nitritfernienten 
der  Ammonsalze,  A.  n  i  t  r  o  p  h  i  I  a  nennen  '). 

I .    A  m  o  f  b  a    ii  i  t  r  ü  p  h  i  1  a. 

V(ir  einigen  Jahren  habe  ich  gezeigt,  dass  das  Nitritfernient  der  Aninidii.-alzc 
mit  Leichtigkeit  auf  Agarplatten  geziichtet  werden  kann,  vorausgesetzt,  dass  die  lös- 
lichen  organischen,  im  Agar  vorhandenen  Körper  daraus  vermittelst  destilliertcn 
Wassers  entfernt  und  die  notwendigen  anorganischen  Salze  gegenwartig  sind.  Das 
Verfahren  ist  wie  folgt: 

Filtriertes,  in  destilliertem  Wasser  gelöstes  Agar  wird  in  einen  E  r  1  e  n  - 
m  e  y  e  r'schen  Kolben  in  nicht  zu  dicker  Schicht  zum  Erstarren  gebracht,  mit  de- 
stilliertem Wasser  übergossen  und  ruhig  sich  selbst  überlassen.  Die  lüslichen  Körper 
diffundieren  in  das  Wasser  hiniiber  und  in- diesem  entsteht  gewöhnlich  eine  spontane 
Bakterienkultur.  Xach  einigen  Tagen  wird  das  \\'asser  abgegossen  und  erneuert  und 
dieses  wird  mehrnials  wiederholt.  X^ach  einer  Woche  bis  14  Tagen,  abhangig  von  der 
Dicke  der  auszulaugenden  Schicht,  sind  die  löslichen  organischen  Substanzen  ge- 
nügend  aus  dem  Agar  entfernt,  um  das  Wachstum  der  Nitritfermente  zu  ermöglichen. 

Die  Masse  wird  nun  mit  dem  zur  Nitritbildung  geeigneten  Salzgemisch  sowie 
mit  reinem  pracipitiertem  Calciumcarbonat  versetzt  und  damit  a  u  f  s  neue  ge- 
kocht, wodurch  die  einzelnen  anhiingenden  Bakterien  getötet  werden  inid  nach 
dem  Übergiessen  in  eine  Glasdose  ein  sich  für  das  \\'achstum  des  Nitritfermentes 
ganz  ausgezeichnet  eignender  s  t  e  r  i  1  e  r  Kulturboden  erhalten  wird.  Wie  man 
sieht,  ist  diese  Methode  viel  einfacher  wie  das  Kieselsaureverfahren  und  nach  meinen 
sehr  zahlreichen  \^ersuchen  auch  viel  besser  geeignet,  um  das  in  mehreren   Modifika- 


')  Celli  unfl  Fiocca  (Centrall)l.  f.  Bakteriol.,  Bd.  X\'.  1894,  P-471)  schcincn  ein 
neues  Kulturverfaliren  für  Amöben  entdcckt  zu  haben,  doch  erwiihnen  sie  nicht,  worin 
es  besteht.  Auch  in  ilirer  zweiten  Mitteilunn  (1.  c.  Bd.  X\'l.  1804.  1'  .^-''>»  hitten  sie  <li-ii 
SchleitT   ihres  riclieitnnisses   nicht. 
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lioiien  vorkommende  Nitritferment  zum  Wachstum  zu  bringen.  Von  den  zur  Xitrit- 
bildung  vorzuschlagenden  Ammonsalzen  kann  ich  ganz  besonders  das  Phosphorsalz 
(NH'NaHPO'  +  4H-O)  empfehlen,  welches  beim  Kochen  das  Agar  nicht  angreift 
und  deshalb  nicht  zur  Neubildung  löslicher  organischer  Produkte  aus  dem  Agar  An- 
lass  giebt,  was  wenigstens  beim  l.ïngeren  Küchen  mit  Chlorammon  zu  befürchten  ist, 
obschon  ich  auch  diesen  Körper  vielfach  mit  gutem  Resultate  verwendet  habe.  Bei 
Phosphorsalz  konnte  bis  0,5  Proz.  zugesetzt  werden,  ehe  eine  Verminderung  des 
Oxydationsvorganges  bemerkbar  wurde,  jedoch  ist  ein  geringerer  GehaU,  z.  B.  0,2 
Proz.,  vorzuziehen.  Neben  dem  Ammonsalze  soll  ca.  0,05  Proz.  Chlorkalium  zuge- 
setzt werden.  Durch  die  Kreide  bleibt  die  Reaktion  neutral  oder  schwach  alkalisch. 
Die  auf  diese  Weise  angefertigten  Platten  erlauben  die  iippige  Kolonieenbildung 
mehrerer  charakteristischer  Boden-  und  Wasserbakterien  ;  iiberdies  geben  sie  zu  einer 
direkten  Schatzung  des  Reichtums  an  Nitritmonaden  in  einem  Bodenmuster  \^eran- 
lassung.  Ich  verreibe  dazu  das  Bodenmuster  in  reinem  Wasser,  schüttele  lange  und 
kraftig  und  übergiesse  die  Agarkreideplatte  damit.  Auch  in  der  Dose  selbst  wird 
geschüttelt,  um  das  Sichabsetzen  der  Bodenteilchen  zu  verhindern ;  das  Wasser  samt 
der  darin  schwebenden  Suspension  wird  dann  abgegossen  und  gemessen,  wodurch 
das  am  Agar  hangenbleibende  Wasservolumen  ziemlich  genau  bekannt  wird.  Da  das 
Agar  sich  sehr  gleichmassig  benetzt,  kommt  alles,  was  auf  diesem  Boden  keimen 
kann,  in  gleichmiissiger  Verteilung  zur  Entwicklung.  Das  Nitritferment  wird 
meistens  erst  nach  fünf  oder  noch  mehr  Tagen  sichtbar  und  ist  sofort  kenntlich  an 
dem  hellen  Zirkelfelde,  welches  rings  um  die  Koloniën  entsteht  infolge  der  Bildung 
von  freier  salpetriger  Saure  aus  dem  Ammoniak,  wodurch  die  Kreide  lokal  gelost  wird. 
Übrigens  liegt  die  Besprechung  der  Nitritfermente  und  ihrer  Symbionten  ausser 
meinem  Zwecke,  und  ich  will  nun  zur  Schilderung  des  bei  diesen  A'^ersuchen  beinahe 
ausnahmslosen  Auftretens  einer  sehr  eigentümlichen,  sporenerzeugenden  Erdamöbe 
auf  den  Agarplatten  übergehen.  Die  namliche  Amöbe  wird  übrigens  auch  auf  den 
Kieselplatten  gefunden,  welche  für  die  Nitrifikationsversuche  hergestellt  werden  '). 
Ich  habe  mich  besonders  mit  Gartenerde  aus  Delft  beschaftigt  und  daraus  immer 
eine  und  dieselbe  Erdamöbe  erhatten,  woriiber  eben  infolge  des  charakteristischen 
\'organges  der  Sporenerzeugung  kein  Zweifel  blieb.  Das  Agarverfahren  erlaubte  den 
Entwicklungsgang  liickenlos  zu  verfolgen. 


')  Die  kreidchaltige  Kieselplatte  stelle  icb  auf  eine  cinfacbere  Weise  her  wie 
Winogradsky.  Icb  verfabre  wie  folgt:  Wasserglas  des  Handels  wird  mit  Halbnormal- 
salzsaure  genau  titriert.  Durch  \'crsucbc  wird  nun  festgestellt,  wie  viel  Tcile  Wasser- 
glas, Halbnormalsalzsiiurc  und  mit  Kreide  angcriihrtes  Wasser  crfordert  werden,  um 
durch  Vcrmischon  dcrselbcn  und  sofc)rtiges  Gicsscn  in  eine  Glasdose  eine  nicht  allzu- 
schnell  crstarrcnde,  blendend  wcisse  KieselscliiclU  von  der  gcvvünscliten  Konsistenz  und 
Festigkeit  zu  crzeugcn.  Die  drei  Ingredienzen  werden  beim  Anfange  des  Versuches 
in  drei  kleine  Bcchergliiser  genau  abgemessen.  Da  das  Erstarren  mehrere  Sekunden 
auf  sich  warten  lasst,  hat  man  volle  Zeit  zum  vollstandigcn  Vcrmischen  und  ruhigen 
Giesscn  in  die  Glasdose.  Man  findet,  dass  die  besten  Platten  ca.  3  Proz.  .SiO-  cnthalten 
und  dass  bei  der  Herstcllung  eine  kriiftige  alkalische  Reaktion  das  Erstarren  begunstigt, 
sodass  die  Salzsiiurc  nicht  alles  Wasserglas  ncutralisiercn  soll.  Die  so  bergestcllten 
Platten  werden  nun,  zur  Entfcrnung  des  Chlorkaliums,  zunachst  mit  gekochtem  destil- 
liertem  Wasser  ausgclaugt,  schliesslich  mit  einer  gekochten  Lösung  des  zur  Nitrifikation 
bcstimmten  Salzgcmisches  übergossen.  Es  ist  sehr  schvvierig,  Kieselplatten  völlig  zu 
stcrilisieren,  sodass  das  .\garverfaliron   in  jcdcr   Bczielnnig  den  Vorzng  verdient. 
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Sobalrl  die  N itritfernientkoloiiieen  durch  das  lokale  Durchsichtinwerden  des  Bo- 
dens  sich  anzeigen,  sieht  man  mit  der  Lupe  da  uiid  dort  aiif  der  Platte  körnige 
Stellen  auf  der  glanzenden  Oberflache  der  Agarplatte,  welche  ihren  Glanz  verloren 
haben  und  aus  Ansaminlungen  unserer  Amöbe  bestehen.  Diese  Stellen  dehnen  sich 
allmahlich  aus  und  schliesslich  kann  die  ganze  Platte  mit  Amöben  überdeckt  sein. 
Gevvöhnlich  ist  dieses  jedoch  nicht  der  Fall,  und  es  ist  leicht,  sich  zu  überzeugen, 
dass  die  Anhaufung  des  Calciumnitrits  dem  Amöbenwachstum  hinderlich  ist.  Ver- 
folgt  man  die  Ausbreitung  der  Amöbe  genauer,  so  bemerkt  man,  dass  dieselbe  beson- 
ders  durch  die  Haufigkeit  und  die  Ausdehnung  der  zalilreichen  neben  dem  Nitrit- 
ferment  auf  der  Platte  liegenden  Bakterienkolonieen  bedingt  ist,  dass  die  Amöben 
sich  mit  den  Bakterien  ern.ïhren  und  nur  sehr  wenig  weit  kriechen,  sobald  ihnen  die 
Nahrung  fehlt,  dagegen  bei  dichter  Aussaat  der  Erdbakterien  sich  ziemlich  schnell 
von  Kolonie  zu  Kolonie  bewegen,  urn  bald  die  ganze  Platte  zu  besiedeln.  Das 
tlberbringen  auf  andere  Platten  ist  nicht  in  allen  Pallen  gelungen,  oft  scheinen  die 
chemischen  Differenzen  zwischen  altem  und  neuem  Kulturboden  mit  dem  Leben  dieser 
Amöbe  unvertraglich  zu  sein,  sodass  diese  Form  für  eine  umfangreichere  Versuchsan- 
stellung  genaue  t'berwachung  erfordert.  Es  ist  nicht  unbedingt  nötig,  doch  am  besten, 
zunachst  eine  Hakterienkultur  auf  den  Platten  sich  entwickeln  zu  lassen  und  dann 
die  Amöben  zu  impfen.  Für  die  niikroskopische  Untersuchung  ist  indessen  das  Roh- 
material,  welches  auf  die  angeführte  Weise  so  leicht  und  in  so  reichem  Masse  zu 
erhalten  ist,  sehr  wertvoll. 

Unsere  Amöbe  (Taf.  VII,  Fig.  i)  gehort  zu  den  grosseren  Arten  und  misst 
15 — 20  f.1.  Die  Körpersubstanz  ist  sehr  hyalin  und  zeigt  den  einzelnen  Zellkern  (N) 
mit  besonderer  Deutlichkeit.  Meistens  werden  zwei  Vacuolen  gefunden,  wovon  die 
eine  langsam  pulsiert  (/>  Fig.  i),  wahreml  die  andere  ruht.  Mit  der  pulsierenden 
Vacuole  in  Verbindung  stehen  oft  3  kleine  Nebenvacuolen  (v),  ganz  wie  bei  P  a  r  a- 
m  a  e  c  i  u  m.  Die  nicht  pulsierenden  Vacuolen  liegen  vereinzelt  und  werden  durch 
allgemeine  Körperkontraktionen  zur  Entleerung  an  die  Oberflache  geführt.  Teilungs- 
vorgange  können  mit  grosser  Klarheit  verfolgt  werden,  besonders  bei  den  jungen, 
eben  aus  den  Sporen  schlüpfenden  Amöben  (Fig.  4),  wobei  sich  ergiebt,  dass  die 
zwei  Tcilprodukte  gleich  sind  und  Körnerplasma  sowie  hyalines  Plasma  sich  durch 
Einschniirung  gleichhalftig  teilen.  Auch  die  pulsierende  Vacuole  teilt  sich  bei  der 
Vermehrung. 

Das  eigentliche  Interesse  liegt  aber  in  der  Sporenbildung,  wodurch  dieses  Tier 
eine  grosse  Analogie  zu  den  Myxomyceten  zeigt,  und  sich  davon  nur  dadurch  un- 
terscheidet,  dass  ein  Myxamöbenstadium  und  Copulationserscheinungen  fehlen. 
Übrigens  ist  die  Zahl  der  Sporen  nur  gering,  ein  oder  zwei,  sehr  selten  drei  (Fig.  i 
und  2),  doch  kann  dabei  nicht  von  Encystierung  geredet  werden,  weil  nur  ein  Teil 
der  Körpersubstanz  für  den  Prozess  in  Anspruch  genommen  wird.  Inzwischen  sind 
die  Sporen  sehr  gross  und  messen  10 — 11  |i.  Xur  dann.  wenn  zwei  oder  drei  Sporen 
in   einer   Amöbe   entstehen,  sind  ein  oder   zwei   derselben   kleiner. 

Die  Sporenwand  ist  doppelt.  Das  Exospor  (e.v  Fig.  2)  bat  eine  sehr  unregel- 
massige  Oberflache  und  macht  den  Eindruck  einer  erharteten  Schaumschicht,  welche 
dem  Ursprung  derselben,  namlich  Erstarrung  eines  Teiles  des  vacuolisierten  Proto- 
plasma  der  Mutteramöbe  entspricht.  Das  Endospor  (en  Fig.  2)  ist  dagegen  überall 
von  gleicher  Dicke.    Es  liegt  entweder  dem  Exospor  überall  angeschmiegt  oder  kann 
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davon  an  gewissen  Stellen  getrennt  vorkommen,  sodass  dann  die  Spore  in  einem  Sack 
zu   liegen   scheint.    Die  Sporen   zeigen  einen   sehr  deutlichen   Zellkern. 

Bei  Cberbriiigung  der  Sporen  von  einer  alten  Agarplatte  in  die  feuchte  Kammer 
in  destilliertes  Wasser  kunnte  die  Sporenkeimung  beobachtet   werden. 

Hierbei  (Frg.  3)  verschwindet  das  Exospor,  walirend  das  Endospor  aufklappt 
mul  die  kleine  Amöbe  aus  der  Spalte  herauskriecht.  Ein  hyaliner  Körperteil  geht 
dabei  voran,  dann  folgt  die  Vacuole  und  sofort  hinter  derselben  der  Zellkern.  Man 
bekommt  deshalb  den  Eiiidruck,  dass  die  N'acuole  scbon  in  den  Sporen  existieren 
muss  und  zwar  in  Einzahl.  Die  so  gebildete  Vacuole  pulsiert  und  zeigt  N'eben- 
vacuolen  (p  und  n  Fig.  3).  Die  kleinen  .\möben  bewegen  sich  lebhaft  und  einzelne 
davon  sah  ich  durch  einen  eigentünilichen  Kontraktionsprozess  eine  ganze  \'acuole 
samt  Vacuolenwand  abstreifen,  was  den  Eindruck  macht,  als  ob  ein  Ei  gelegt  wurde 
{v  Fig.  3). 

Wie  schon  angeführt,  konnte  ich  besonders  bei  diesen  jungen  Amöben  leicht 
die  Teilung  beobachten,  wobei  die  Trennung  derweise  erfolgt  (Fig.  4),  dass  die  bei- 
den Tiere  den  Kern  voran,  und  die  pulsierende  Vacuole  diesem  nachfolgend,  sich 
von  cinander  entlernen.  Offenbar  hat  der  Kern  sich  also  zunachst  geteilt,  die 
Vacuole  erst  nachtrüglich.  Dass  die  \  acuole  sich  in  die>em  Falie  durch  Einschnü- 
rung  teilt,  habe  ich  sicher  beobachtet,  doch  konnten  wahrend  dieses  Vorganges  die 
Nebenvacuolen  nicht  gesehen  werden.  Die  nicht  pulsierenden  Vaeuolen  entstehen  un- 
abhiingig  von  den  pulsierenden  nicht  durch  Teilung,  sondern  spontan  an  unbestimm- 
ter  Stelle  im  Körnerplasma. 

Die  jungen  Amöben  messen  10  bis  12  u  und  mussen  also  betrachtlich  wachsen, 
um  die  definitive  Grosse  zu  erreichen. 

Amoeba  nitrophila  nmss  in  Gartenerde  sehr  verbreitet  sein,  denn  aus 
jedem  Decagramm  Erde,  und  noch  weniger,  habe  ich  dieselbe  beinahe  ausnahmslos 
auf  meinen  nitrifizierenden  Agarplatten  gefunden.  Wenn  zufiillig  keine  Nitrifikation 
eintrat,  kamen  dennoch  die  Amöben  zur  Entwicklung,  und  ich  bin  durchaus  über- 
zeugt,  dass  ausgewaschene  Agarplatten  auch  fiir  die  Kultur  anderer  .\möbenarten 
sehr  geeignet  sind. 


11.    .\  111  o  e  b  a   z  y  m  o  p  h  i  1  a  ' )  ■ 

Anfang  September  1895  erhiclt  ich  aus  einem  (iarten  m  (jelderland  Trauben, 
welche  durch  Wespen  angena;.;t  und   in  spontane  Giirung  geraten  waren. 

Bei  der  Mikrobenkultur  aus  der  braunen  fauligen  Masse  erhielt  ich  zunachst 
S  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s  a  p  i  c  u  1  a  t  u  s  ,  ein  P  e  n  i  c  i  1  I  i  u  m-.Arten,  eine  eigentüm- 
liche  dimorphe  Ghikosehefe,  worauf  ich  spiiter  zunickzukonunen  hoffe,  und  eine 
Essigbakterie.  ('berdies  ergaben  Striche  auf  Malzextraktgelatine,  direkt  mit  dem 
fauligen  Materiale  angelegt,  eine  Amöbenart  in  sehr  bemerkenswertcr  Erscheinungs- 
frrm,  wodurch  mein  Interesse  besonders  in  .-\nspruch  genommen  und  die  fernere 
Versuchsanstellung  bestimmt   wurde. 


')  Vicllciclit  idcntiscli   mit  .\mocba  coli  Loesch.   (\'irchow's  Ardiiv.  Bd.  l.W, 
1875,  p.  l(/i.) 
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Das  Vorkommen  von  Amöben  in  giirenden  Massen  ist  eine  schon  niehrfach  be- 
obachtete  Erscheinung.  So  sagt  L  i  n  d  n  e  r  *)  :  »Ausser  auf  Gipsblöcken  konnte 
Verfasser  ein  massenhaftes  Auftreten  von  Amöben  in  einem  stark  garenden  Frucht- 
safte,  der  einige  Tage  lang  in  einem  oft'enen  Gefasse  im  Ziminer  gestanden  hatte, 
konstatieren.  Der  Saft  war  ziemlich  stark  sauer.  Die  Amöben  zeigten  sich  iiusserst 
lebendig  und  trieben  auch  hier  ihre  Jagd  auf  Hefezellen.«  In  Hefekulturen  auf  Gips- 
blöcken und  Möhrenscheiben  wurden  auch  oft  hefefressende  Amöben  gesehen.  Jedoch 
ist  das  Vorkommen  derselben  unter  letzterem  Umstande  mehr  in  Ubereinstimmung 
niit  demj enigen  in  Schlamm  und  Wasser,  das  heisst  in  Medien  von  neutraler  oder 
schwach  alkalischer  Reaktion,  wiihrend  die  saure  Reaktion  von  Trauben  und  giiren- 
den Fruchtsiiften  die  Gegenwart  von  Amöben  besonders  bemerkenswert  erschei- 
nen  liisst. 

Die  von  mir  isolierte  Amöbe  ernahrt  sich  niit  Apiculatushefe  und 
Essigbakterien.  An  gewöhnliche  Presshefe  oder  Bierhefe  konnte  ich  dieselbe 
bisher  nicht  gewöhnen,  vielleicht  sind  die  ca.  8  yi  messenden  Zeilen  letzterer  Hefen 
zu  gross,  um  in  relativ  kleinen,  höchstens  lo  bis  12  (i  grossen  Amöbenkörper  zum 
Zwecke  der  Ernahrung  einverleibt  zu  werden-).  Die  4  und  5  p  messende  Apicu- 
latushefe ist  dagegen  besser  mit  den  Dimensionen  der  Amöben  in  Ubereinstim- 
mung, um  als  Nahrungsballen  aufgenommen  zu  werden,  was  natürlich  nicht  weniger 
gilt  für  die  ca.   1.5  bei   2  ^x  messenden   Essigbakterienarten  der  garenden  Trauben. 

Meine  ersten  Kuituren  fanden  auf  Malzgelatineplatten  statt.  Die  Art  und 
Weise  des  Vorkommens  der  Amöben  auf  diesen  Platten  ist  sehr  bemerkenswert. 
Schon  aus  den  ersten  Impfstrichen  des  von  den  Trauben  herrührenden  Rohmaterials 
krochen  namlich  an  bestimmtcn  Stellen  die  Amöben  in  Scharen  hervor  und  erzeug- 
ten  stellenweise  einen  schleierartigen  Belag  auf  der  Platte.  (Vgl.  r  Fig.  5  u.  6). 
Doch  muss  ich  bemerken,  dass  ich  die  Erscheinung  nicht  sofort  richtig  erklarte,  da 
ich  anfangs  den  Schleier  für  eine  Ausbreitung  von  Essigbakterien  hielt,  wovon  be- 
stimmte  Arten  ein  starkes  Bestreben  haben,  Aushïufer  an  den  Kolunieen  zu  erzeu- 
gen.  Inzwischen  wurde  diese  Ansicht  durch  das  Mikroskop  widerlegt.  Es  war  nun 
dieser  »Amöbenschleier«,  welcher  zunachst  zu  ferneren  Isolierungsversuchen  Veran- 
lassung  gab  und  zwar  mit  folgendem  Resultate. 

Als  ich  mit  dem  Platinfaden  Impfmaterial,  aus  dem  Amöbenschleier  herstam- 
mend,  auf  eine  neue  Malzextraktgelatineplatte  überbrachte,  kamen  daraus  zu  meiner 
Verwunderung  anfangs  nur  Apiculatus-  und  Essigbakterienkolonieen  zur  Entwick- 
lung.  Als  diese  Kolonieen  aber  einige  Tage  spater  untersucht  wurden,  ergab  sich, 
dass  ringsum  mehrere  der  Hefekolonieen  aufs  neue  ein  »Aniöbenschleier«  entstanden 
war.  Wurden  mit  diesem  Schleier  die  Impfversuche  wiederholt,  so  wiederholten  sich 


')  Mikroskopische  BetriebskontroUe  im  Garungsgewerbe,  1895,  p.  35. 

-)  lm  Grabenwasser  giebt  es,  obschon  selten,  viel  grössere  Amöben,  welche  sich 
sehr  begierig  mit  Hefezellen  ernahren.  So  habe  ich  einige  Male  mit  Grabenwasser 
aufgerührte,  im  Thermostaten  bei  ca.  24"  C  aufbewahrte  Presshefe  im  Laufe  von 
24  Stunden  zu  meinem  Erstaunen  ganzlich  verschwinden  und  buchstablich  sich  in  eine 
Amöbenmasse  umwandeln  sehen.  Die  Erscheinung  war  ofifenbar  mit  der  zufalligen 
Abwesenheit  gewisser  Bakterien  im  Zusammenhang,  und  die  ganze  Massc  verandertc 
sich  in  eine  faulige  Fjüssigkeit,  worin  die  Amöbenkörper  starben.  augcnschcinlicli 
sobald  Sauerstoffmangel  entstand. 


M.  W.  Beijerinck.  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel. 
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auch  die  namlichen  Erscheinungen  mit  dem  Unterschied,  dass  die  Essigbakterien- 
kolonieen  viel  seltener  wurden.  Bei  dritter  oder  vierter  Überimpfung  eines  rings  um 
Hefe  liegenden  »Schleiers«  waren  die  Essigbakterien  ganzlich  verschwunden  und  es 
var  eine  »Reinkultur«  von  Amöben  +  Saccharomyces  apiculatus  herge- 
stellt.  Offenbar  waren  wahrend  der  ersten  überimpfungen  einzelne  Amöben  abge- 
storben,  wodurch  im  Amöbenkörper  eingeschlossene  Essigbakterien,  welche  noch 
lebend  geblieben  waren,  frei  kamen  und  weiter  wachsen  konnten. 

Obschon  die  Kolonieen  der  Essigbakterien  in  den  Impfstrichen  auf  Malzextrakt- 
gelatine,  welche  von  einem  Amöbenschleier  der  ersten  Rohkulturen  herkünftig  waren, 
keine  Amöbenschleier  aufwiesen,  fehlten  die  Amöben  darin  jedoch  nicht.  Als  ich 
von  diesen  Kolonieen  auf  gleichem  Boden  neue  Impfstriche  machte,  so  konnte  nicht 
nur  eine  Vermehrung  der  Bakterien,  sondern  auch  der  Amöben,  wieder  mit  der  Er- 
-scheinung  der  Schleierbildung,  erzielt  werden.  Merkwürdigweise  kamen  auch  in 
diesen  Impfstrichen  anfangs  einige  Apikulationskolonieen  zur  Entwicklung,  doch  nur 
sehr  vereinzelt,  sodass  es  leicht  wurde,  schliesslich  eine  zweite  Reinkultur  darzu- 
stellen,  welche  aus  Amöben  +  Essigbakterien  bestand.  Auch  hier  waren  also  im  An- 
fange  noch  lebende  Apiculatuszellen  im  Amöbenkörper,  welche,  nachdem  dieser  abge- 
storben  war,  zum  Wachstum  gelangen  konnten  '). 

Sowohl  die  Kulturreihen  Amöben  +  Apiculatus  und  Amöben  + 
Essigbakterien,  wie  Amöben  +  Apiculatus  +  Essigbakterien 
lassen  sich,  leicht  in  Reihenkulturen  auf  Nahrgelatine  und  auf  Nahragar  in  Rea- 
gentienröhrchen  fortführen,  sodass  ich  heute,  Mitte  Dezember,  diese  drei  verschieden- 
artigen  Ainöbenvegetationen  seit  September  mit  unveranderten  Eigenschaften  vor 
mir  habe -).  Schwieriger  ist  es  aber  in  Nahrflüssigkeiten  die  Amöbenkulturen  fort- 
zuführen,  wahrend  die  mikroskopische  Struktur  eben  besonders  gut  in  solchen  Kul- 
tiiren  zu  verfolgen  ist.  Am  besten  bin  ich  in  dieser  Beziehung  mit  solchen  Flüssig- 
keiten  ausgekommen,  worauf  sich,  bei  geringer  Alkohol-  und  Saurebildung  eine 
Kahmhaut  irgend  einer  kleinzelligen  Hefeform  entvvickelte.  Die  Amöben,  welche  den 
Sauerstoff  suchen,  siedeln  sich  dann  in  der  Kahmhaut  an.  Da  die  Kuituren  auf 
festem  Boden  jedoch  viel  leichter  reinzuhalten,  dauerhafter  und  überhaupt  viel  leich- 
ter  zu  beurteilen  und  zu  führen  sind,  habe  ich  mich  zunachst  nur  mit  diesen  be- 
schaftigt  und  nur  dariiber  möchte  ich   augenblicklich  berichten. 

Da  die  Apiculatushefe  und  die  Essigbakterien  aucii  auf  Fleischwasserpepton- 
Gelatine  und  -Agar  nach  der  gewöhnlichen  \orschrift  dargestellt,  zar  Entwicklung 
kamen,  versuchte  ich  meine  Amöbenkulturen  darauf  zu  übertragen.  Dieses  ist  so- 
fort  gelungen  und  in  mancher  Beziehung  sind  eben  diese  Kulturböden  den  Malz- 
extraktpraparaten  vorzuziehen,  besonders  wenn  es  «Essigbakterien  +  Amöben*  gilt. 
Es  ergiebt  sich  niimlich,  dass  die  Schleierbildung  dabei  sehr  schön  auftritt  (Fig.  0) 
und  zwar  ebenso  sicher,  wie  bei  der  Apiculatus  +  Amöbenkultur  (Fig.  5)  auf  Fleisch- 
gelatine   und    Fleischagar.     Die    Erkliiruiig  <icr    Leichtigkeit   der    .Schleierbildung   auf 


')  Auf  die  so  sclteiu'n  Ascosporon  von  .S.  ap  i  c  u  1  a  t  ii  s,  deren  Existt-nz  ich  trüher 
angcgeben  habe,  konnten  diescKolonieeii  niclit  znrückgcführt  werden,  winiRstens  kimnte 
ich   bisher  bei  dieser  Apicu  1  a  t  usfaniilie  keine  Sporen  autfinden. 

')  Wahrend  des  Druckes  dieser  Abhandlung  vermehrtc  ich  diese  Kulturreihen  noch 
mit  der  Konibination  .•\moeba  zymophila  undBacterium  coli  comin  u  in,  welche 
in  allen  ITinsichtcn  mit  der  Essigbaktcricnkonibination  übereinstimmt. 
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diesem  Boden  suche  ich  in  der  geringeren  Siiurcbildung,  vtTglichen  mit  dtrj enigen, 
welche  die  Essigbakterien  auf  Malzextraktgelatine  veranlassen  ')  und  welche  die 
Beweglichkeit  der  Amöben  herabsetzen  diirfte,  sodass  die  Anioben  auf  Fleischwasser- 
gelatine  leichter  im  stande  sind,  wegzukriechen.  Weshalb  sie  aber  überhaupt  sich  von 
der  Hefe  oder  den  Essigbakterien  entfernen,  ist  nicht  so  ganz  klar.  Es  dürften 
dabei  chemotaktische  Prozesse  in  Betracht  kommen,  und  zvvar  entweder  eine  Ab- 
stossung  durch  Exkretionsprodukte,  oder  eine  aërotaktische  Anziehung.  Jedoch  ge- 
lang es  mir  noch  nicht,  Chemotaxis  sicher  nachzuweisen,  obschon  das  Material  und 
die  Erscheinung  der  Schleierbildung  für  solche  Versuche  wie  geschaffen  erscheinen. 

Wenn  nach  diesen  Angaben  Fleischgelatine  und  Fleischagar  für  Versuche  in 
Bezug  auf  die  Schleierbildung  zu  empfehlen  sind,  so  ist  andererseits  für  die  Fort- 
führung  der  Reihenkulturen  Malzextraktgelatine  unbedingt  vorzuziehen,  weil  darauf 
Apiculatushefe  und  Essigbakterien  viel  besser  wachsen  und  viel  langer  lebendig 
bleiben. 

Ich  muss  nun  eine  Erscheinung  beschreiben,  welcht  mir  sehr  bedeutungsvoll  zu 
sein  scheint.  Ich  meine  das  starke  Verflüssigungsvermögen,  welches  die  Amöben 
auf  die  Nahrgelatine  ausüben.  Es  ergiebt  sich  namlich,  dass  alle  Kuituren,  besonders 
aber  diejenigen  auf  Malzextraktgelatine,  schliesslich  so  stark  verflüssigt  sind,  als  ob 
irgend  eine  kraftig  peptonisierende  Bakterienart  vorliegt.  Die  Verflüssigung  beginnt 
eher  bei  Apicula-tus  +  Amöben,  wie  bei  Essigbakterien  +  Amöben,  was  ich  darauf 
glaube  zurückführen  zu  mussen,  dass  das  Enzym  ein  tryptisches  Enzym  ist,  welches 
etwas  besser  wirkt  bei  neutraler  Reaktion,  wie  bei  der  mit  dem  Essigbakterienwachs- 
tum  unvermeidlich  stattfindenden  Siiurebildung.  Ganz  aufgeklart  ist  die  \'erschie- 
denheit  allerdings  nicht,  denn  selbst  bei  schwach  alkalischer  Reaktion  der  Nahrge- 
latine ist  der  Unterschied  bemerkbar.  Bekanntlich  kann  aber  nicht  immer  aus  dem 
\'erhalten  der  Nahrgelatine  Lakmus  gegenüber  mit  Sicherheit  auf  die  Reaktion 
kraftig  darauf  vegetierender  Kolonieen  geschlossen  werden,  weil  diese  z.  B.  so  viel 
Base  oder  Saure  abscheiden  können,  dass  die  aus  der  Ferne  zufliessende  Siiure.  resp. 
Base  dadurch  mehr  als   neutralisiert  werden  kann-). 

Als  ich  die  Verflüssigung  durch  meine  Amöbe  zuerst  kennen  lernte,  glaubte  ich 
darin  einen  Fingerzeig  zu  finden,  dass  Ernahrung  durch  Difïusion  stattfinden  müsste. 
Denn  warum  soUte  die  Amöbe  ausserhalb  ihres  Körpers  peptonisieren,  wenn  nicht 
zum  Zwecke  der  Aufnahme  von  den  dabei  entstehenden  diffusibelen  Körpern'  Ich 
habe  deshalb  versucht,  Kulturböden  zu  finden,  welche  Amöbenwachstum  ermöglichen 
SDÜten,  ohne  die  Gegenwart  von  Bakterien  oder  Hefezellen.  In  dieser  Beziehung 
ist  aber  alles  vergebens  gewesen:  die  Amöben  ernahren  sich  überhaupt  nicht  durch 
difïusibele  Körper,  welche  von  aussen  kommen,  sondern  nur  ausschliesslich  mit  festen 
Stoffen.  Ich  glaube,  dass  dadurch  erwiesen  ist,  dass  das  Enzym  ein  nutzloses  Ex- 
kretionsprodukt    ist,   welches,   nur    solange   es    im    Amöbenkörper    selber   gegenwartig 


')  Die  Saure  bildct  sehr  scliwer  krystallisierbare  Kalksalze.  Sic  ist  iiiclit  fliiclitij; 
und  (lürfte  irgend  eine  Oxydsaure  von  Maltose  oder  Glukose  sein. 

'-)  Hierauf  beruht  auch  die  Erscheinung,  dass  eine  dicke  Nahrgelatnu-schicht  bei 
den  Zahlversuchen  eine  andere  (meistens  eine  kleinere)  Kolonieenzahl  ergiebt  wie  eine 
diinne  Schicht,  weil  eben  diejenigen  Bakterienarten,  welche  keine  Optnnumbcdingungcn 
vorfinden,  bei  dicken  Schichten  die  in  einer  Halbkugel,  bei  dunnen  die  in  eincr 
»Zirkclfl;iche«   vorhandenen  entwicklungshemmendcn  Körper  überwindcn  mussen. 
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ist,  funktioniert,  .ïhnlich  also  wie  die  Amylasen,  welche  sich  in  unserem  Körper  iii\ 
Urin  vorfinden.  Wieder  eiii  Beitrag  fiir  die  überall  sich  wiederholende  Erscheiming, 
dass  die  Natur  verschwenderiscli  ist  bezüglich  der  Enzyme  uiid  ganz  in  ('berein- 
stimmung  niit  nieiner  Beobachtung,  dass  die  Malzdiastase  und  das  Pancreastrypsin 
an  sich  nicht  fiir  die  Ernahrung  der  Hefe  und  der  Bakterien  (und  wohl  der  Zelle 
überhaupt)  dienlich  und  deshaib  wohl  keine  Eiweisskörper  sind. 

Die  Ausscheidung  des  Enzyms  aus  den  Amöben  findet  wahrscheiidich  nicht  durch 
Diffusion  statt,  sondern  durch  Entleerung  der  Vacuolen.  Wenigstens  ist  es  sicher, 
dass  die  Vacuolen,  ebenso  wie  bei  vielen  anderen  Protozoen  durch  Protoplasnia- 
bewegung  an  die  Hautschicht  geführt  werden,  und  diese  schliesslich  durchbrechen. 
Da  eine  ausgestossene  Vacuolenwand  sich  nicht  beobachten  liiBt,  nuiB  angenoni- 
men  werden,  dass  diese  in  der  Hautschicht  des  Amöbenkörpers  aufgenonimen  wird, 
und  damit  vielleicht  identische  Eigenschaften  besitzt.  Pulsierende  Vacuolen  wer- 
den nicht  gefunden.  Zwei  bis  vier  gewöhnliche  Vacuolen  scheinen  die  Exkretion 
überhaupt  zu  besorgen.  Dass  diese  Vacuolen  auch  die  Entleerung  der  von  den  Apicu- 
latuszellen  und  den  Essigbakterien  übrig  bleibenden  Reste  bewirken,  wurde  bei  er- 
steren  direkt  gesehen,  ist  also  für  letztere  sehr  wahrscheinlich. 

Diastase,  welche  im  Pancreassekret  bekanntlich  das  Trypsin  begleitet,  fehlt  iui 
Amöbenkörper  vollstandig.  Glukase  und  Invertase,  welche  sich  durch  die  Myco- 
dermamethode  so  überzeugend  nachweisen  lassen,  fehlen  ebenfalls.  ■ 

Die  Trypsinbildung  bestiinmt  natürlich  die  ausseren  Wachstumserscheinungen 
in  den  K  o  1  o  n  i  e  e  n  k  u  1  t  u  r  e  n.  Solche  »Kolonieenkulturen«  unserer  Amöbe  sind 
sowohl  mit  Apiculatus  +  Amöben  wie  mit  Essigbakterien  +  Amö- 
ben leicht  zu  erhalten.  Ich  verfahre  daher  auf  die  niimliche  Weise,  wie  ich  schon 
vor  Jahren  fiir  die  Hefereinkultur  auf  Gelatine  beschrieben  habe.  Die  Gelatineplatte 
findet  sich  in  einer  Giasdose  mit  einem  aufgeschlifïenen  Deckel.  Das  Aussaatmaterial 
wird  in  einem  Kölbchen  mit  sterilisiertem  Wasser  verteilt  und  dieses  über  die  Platte 
gegossen  und  sofort  entfernt,  wodurch  nur  eine  gleichmassige  Benetzung  stattfindet. 
Bei  ca.  20"  C  werden  nach  24  Stunden  die  Apiculatuskolonieen,  nach  ca.  zweimal 
24  Stunden  die  Essigbakterienkolonieen  sichtbar,  sowohl  auf  Malz-  wie  auf  Fleisch- 
gelatine.  Bei  solchen  Versuchen  bleiben  einzelne  Amöben  mit  Hefezellen  verklebt, 
oder  vereinzelte  Essigbakterien  mit  Amöben,  weitaus  die  Mehrzahl  der  Amöben  wird 
natürlich  ganz  frei  kommen.  Die  letzteren  erzeugen  überhaupt  keine  Kolonieen  oder 
nur  für  so  weit  sie  absterben  vielleicht  Apiculatus-  oder  Essigbakterienkolonieen. 
Dagegen  werden  die  relativ  seltenen  Hefezellen  oder  Bakterien,  welche  mit  Amöben 
verklebt  waren,  Kolonieen  bilden  können,  worin  die  Amöben  sich  dann  wieder  weiter 
entwickeln  werden.  Diese  Kolonieen  nun  sind  selbst  in  ganz  dichten  Aussaaten  sofort 
kenntlich  an  der  ».Schleierbildung«,  welche,  wie  nach  früheren  Angaben  zu  erwarten 
war,  sich  bei  der  Apiculatushefe  sowohl  auf  Malz-  wie  auf  Fieischboden,  bei  den 
Essigbakterien  besser  auf  Fieischboden  zeigt.  Da  die  Schleierbildung  sich  auf  meh- 
rere  (z.  B.  bis  20)  Millimeter  Entfernung  von  den  Kolonieen  bemerkbar  macht,  kami 
sie  leicht  zu  einer  sekundiiren  Infektion  benachbarter  Kolonieen,  und  unter  Umstan- 
den  schliesslich  zu  einer  unifangreichen,  oder  selbst  totalen  Amö!)eninvasion  über  die 
gesamtc  Obertlüche  der  Kulturplatte  Veranlassung  geben.  Eben  durch  diese  Er- 
scheinung  der  Infektion  entfernt  liegender  Kolonieen,  welche  wieder  ein  Heer  daraus 
kriechender  Amöben  erzeugen,  wird  es  deutlich,  dass  die  Amöben  sich  nur  durch  die 
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Aiifiiahme  fester  Nahrunj;  erhalten  kunnen.  Die  im  Schleier  vorkommenden  Amoben 
sterben  unvermeidlich,  auf  wclchem  Kulturboden  sie  sich  auch  vorfinden,  sofern  sic 
nicht  neue  Hefe  oder  Bakterienkolonieen  infizieren  und  zur  Nahrung  verwenden  kön- 
nen,  woraus  zuffleich  erhellt,  dass  sie  nicht  mehr  auf  ihre  Sciiritte  zuriickkehren. 

A  m  o  e  b  a  z  y  m  o  p  h  i  1  a  fiihrt  einen  Zellkern.  Dieser  ist  besonders  gut  in 
den  Essi^bakterienkulturen  zu  beobachten  (Fi;;.  lo),  wJihrend  dieses  bei  der  Ern.ïh- 
rung  mit  Hefe  (Fig.  9)  schwierig  ist  infolge  der  Ahnlichkeit  der  hefeführenden 
Nahrungsvacudlen  mit  deni  Zellkern,  weil  letzterer  aus  einem  von  einem  Hofe  um- 
gebenen  Centralkörper  besteht,  und  dieser  Centralkörper  sich  Farbstoffen  gegenüber 
so  verhalt  wie  die  in  den  Vacuolen  eingeschlossenen  Apiculatuszellen.  Bringt  man 
die  Amöben  von  den  Gelatineplatten  in  destilliertes  oder  in  Leitungswasser  iiber,  so 
sieht  man  viele  davon  aufplatzen.  Bei  einer  genauen  Ourchniustennig  dieser  ver- 
quollenen  Körpermasse  findet  man  dariii  neben  den  leicht  kenntlichen  Bakterienresten 
einige  dem  Kern  nicht  unahnliche  (iranula,  welche  im  Wasser  ihre  Form  nicht 
weiter  veriindern  (g  Fig.  12).  Ich  zahlte  davon  zwei  bis  acht  in  verschiedenen 
.\möben,  konnte  iiber  deren  Bedeutung  aber  nichts  weiteres  feststellen.  Sporen-  oder 
Cystenbildung  habe  ich  überhaupt  nicht  beobachten  können.  Die  Vermehrung  findet 
nur  durch  Teilung  statt  und  diese  nimmt  ofïenbar  einen  schnellen  Verlauf,  denn  es 
gelingt  nur  selten,  selbst  in  den  üppigst  wachsenrien  Kultnren,  sich  teilende  Amöben 
aufzufinden. 

Handelt  es  sich  darum,  die  Pseudopodienbildung  und  die  Fortbewegung  der 
Tiere  zu  sehen,  so  ist  es  am  besten,  beini  Mikroskopieren  verdüiinte  N;ihrlösungen  zu 
verwenden,  deren  Konzentration  derjenigen  der  Kulturboden  entspricht,  weil  andern- 
falls  die  Amöben  sich  ganzlich  abrunden  und  so  lange  in  diesem  Zustaiide  ohne 
Pseudopodien  verharren,  bis  die  Kugeln,  so  weit  sie  nicht  sofort  geplatzt,  in  osmo- 
tisches  Gleichgewicht  mit  der  Umgebung  gekommen  sind.  Im  Kugeizustand  (Fig.  11) 
zeigt  das  Protoplasma  eine  eigentümliche  Netz-  oder  Schaumstruktur,  welche  nicht 
mit  der  \^acuolisierung  zu  verwechseln  ist,  sondern  auf  eine  dualistische  Natur  des 
Protoplasnias  selbst  hinweist.  Die  2  bis  4  Vacuolen  lassen  sich  njimlich  auch  in  den 
Kugeln  leicht  auffinden.  Die  Erscheinung  macht  den  Eindruck,  als  ob  das  hyaline 
Protoplasma,  welches  gewöhnlich  excentrisch  liegt  und  zur  Pseudopodienbildung 
Veranlassung  giebt,  sich  in  das  Körnerplasma  zurückzieht  und  letzteres  dabei  sich  zur 
Raumschaffung  netzartig  anordnet. 

Pulsierende  imd  Nebenvacuolen,  wie  bei  A.  n  i  t  r  o  p  h  i  1  a  ,  habe  ich  hier  nicht 
finden  können,  wie  die  Dififerenzierung  von  A.  zymophila  überhaupt  auf  einer 
niederen  Stufe  steht,  wie  bei  jener  Art. 

Die  Leichtigkeit  des  Kulturverfahrens  und  das  hohe  wissenschaftliche  Interesse 
von  Amoeba  zvmophila  veranlassen  mich  schliesslich  noch  zu  bemerken,  dass 
ich  gern  meine  Kuituren  zur  Verfügung  anderer  Forscher  stellen   will. 

Delft,  25.  Dezember  1895. 


l'"  i  g  u  r  e  n  e  r  k  1  ii  r  u  n  g   z  u   Tafel    \'  1 1 . 

l-'ig.  I   bis  4.    Amoeba  n  i  t  r  o  p  h  i  1  a  ,    Fig.  5  bis  12    .A.  zy  m  o  p  h  1  1  a  ,    .V  Zellkern, 
p  pulsierende  Vaciu.ile,  n   Xebcnvacunlen,  i'  ruhende  V'acuoicn. 


Fig.  I  (650).  Amocba  11  i  t  r  o  p  li  i  1  a  ,  niit  iind  oline  Sporen.  Links  unten  eine 
Amöbe  mit  piilsicrcnder  Vacuole  />,  welolie  durcli  feine  Kanale  mit  drei  Xehenvaciiolen  n 
zusammenliangt.     In   anderen  Amöben  zwei  Vacuolen,  wovon  eine  ruhend. 

Fig.  2  (1100).     Sporen  von  A.  nitropliila;  ex  Exospor,  en  Endospor. 

Fig.  3   (650).  Sporenkeimung  und  (rechts)  Vacuolenabtrcnnnng  bei  einem  Keimling. 

Fig.  4.  (650).  Junge  Amoebe  sich  feilend  in  drei  Stanien  a,  |3,  i'.  Bei  t  pulsierende 
Vacuole  mit  Nebenvacuolen  sichtbar. 

Fig.  5.  Kolonie  a  von  S  a  c  c  h  a  r  om  y  c  e  s  apiculatns,  mit  »Scbleicr«  .;  von 
Arno  eb  a  zymophila    aiif  Nahrgelatinc. 

Fig.  6.  Strich  e  von  Essigbakterien  mit  »Schleier«  s  von  A.  zymophila  anf 
Nahrgelatine. 

Fig.  7   (650).     Apiculatushefc  mit    A.  zymophila. 

Fig.  8  (650).     Essigbakterien   mit  A.  zymophila. 

Fig.  9  (iioo).  A.  zy[mophila  mit  eingeschlossencn  Apicnlatuszcllen,  tcilweise 
in  Nahrungsvacuolen  z'.     Kern  undeutlich. 

Fig.  10  (lioo).  A.  zymophila  mit  eingeschlossencn  Essigbakterien,  diese  teil- 
weise  in   Nahrungsvacuolen.     Kern   sehr  deutlich. 

Fig.  II  (lioo).  In  Wasser  kugclig  gcwordene  Amöbe  aus  Essigbakterienkultur. 
Das  Körnerplasma  k  bildet  ein  Netz  in  hyalinem  Plasma  h  (schattiert  gezeichnet).  Die 
Vacuolen  v  und  der  Kern  A^  deutlich. 

Fig.  12  (iioo).  In  Wasser  aufgeplatzte  Amobe  aus  Essigbakterienkultur,  zeigt 
neben   Bakteriendetritus  5  Granula  g. 


M.  W.  BEIJERINCK. 


Sur  la  cécidiogénèse  et  la  génération  alternante 
chez  Ie  Cynips  calicis. 

Observations  sur  la  sfalle  de  FAndricus  circulans. 

Archives  Néerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles,  Haarlem,  Tonie  XXX, 
1897,  p.  387 — 444.  —  Ecne  voorloopige  mededeeling  hierover  verscheen  onder  den  titel 
•  Over  de  levensgeschiedenis  van  Cynips  calicis,  hare  wisselgeneratie  en  de  gallen  daar- 
van» in  Verslagen  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen.  Wis-  en  Natuurk.  Afd.,  Amster- 
dam, Deel  VI,  1896,  blz.  61 — 62;  verscheen  compleet  onder  den  titel  »Ueber  Gallbildung 
und  Generationsvvechsel  bei  Cynips  calicis  und  über  die  Circulansgalle*  in  Verhande- 
lingen Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Tweede  Sectie,  Amsterdam,  Deel  \',  No.  2, 

1897- 

Introduction  et  coup  d'oe  il   jj;  e  n  é  r  a  1. 

Les  gallas  formées  sur  Ie  chêne  pédonculé  par  Ie  Cynips  calicis  (»Knoppern«  eti 
allemand)  appartiennent  a  bien  des  points  de  vue  aux  plus  remarquables  que 
l'on  rencontre  sur  cette  essence.  Cela  sera  généralement  admis  pour  la  structure 
morphologique,  qui  correspond  d'une  maniere  caractéristique  a  celle  du  gland 
enfermé  dans  sa  cupule.  Il  y  a  de  plus  certaines  propriétés  touchant  Ie  développement 
qui  donnent  a  ces  galles  un  intérét  particulier,  et  que  je  décrirai  ici  pour  Ia  pre- 
mière fois  •). 

J'ai  pu  notamment  démontrer  la  génération  alternante  chez  Ie  Cynips  calicis,  ce 
qui  nous  fournit  Ie  premier  exemple  d'une  génération  bisexuée  chez  une  espèce  du 
Cynips,  dans  Ie  sens  plus  restreint  que  M.  Mayr  a  donné  a  ce  genre.  Cette 
deuxième  génération  correspond  au  genre  Andricus,  qui  se  distingue  par  sa  tres 
faible  pubescence  des  représentants  fortement  velus  du  genre  Cynips  s.  s.  h,Andricus 
vit  d'une  maniere  inattendue  sur  Ie  Quercus  cerris,  ce  qui  fait  que  je  lui  donnerai 
dans  Ia  suite  Ie  nom  d'Andricus  cerri  ^). 

On  voit  par  ce  qui  précède  que  Ie  Cynips  salicis  ne  peut  parcourir  son  cycle  vital, 
que  son  existence  n'est  assurée,  que  si  les  deux  espèces  de  chêne,  Ie  chêne  pédonculie 
et  Ie  chêne  de  Bourgone,  sont  réunies  dans  les  mêmes  massifs  a  peu  de  distance 
I'une  de  l'autre.  Cette  circonstance  explique  pourquoi  une  guêpe  gallicole  si  extra- 
ordinairement  bien  armee  pour  la  lutte  pour  l'existence,  telle  que  Ie  Cynips  calicis, 
n'est   généralement   répandue  que   dans  la  patrie   proprement   dite   du  cerris,  c'est-a 


')  Mon  travail  était  déja  achevé  dan?  ses  grandes  lignes  dans  Ic  coitrs  de  1'année 
précédente.  J'en  ai  communiqué  les  résultats  a  l'Acadéinie  des  sciences  d'Ainsterdam 
Ie  29  juin   1895. 

')   C'est  Ie  Cynips  cerri  staminum   de  ma  note  préliminaire. 
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dire  dans  l'Autriche-Hongrie  et  dans  Ie  Sud-Est  de  l'Europe.  Son  existence  en  Alle- 
magne  et  dans  les  Pays-Bas  est  au  contraire  purement  sporadique  et  évidemment 
détermince  par  la  plantation  du  Quercus  cerris  au  milieu  des  massifs  de  chêne  pc- 
donculé.  On  connait  en  Néerlande  deux  ou  trois  stations  du  Cynips  salicis.  Une  de 
celles-ci,  que  j'ai  régulièrement  visitée  depuis  1886,  est  située  a  Rheden  en  Gueldre. 
On  trouve  ici  deux  groupes  de  Quercus  cerris,  dont  l'un  est  tres  favorablement  situc 
au  milieu  de  chénes  pédonculés,  mais  dont  l'autre  est  plus  éloigné  des  rouvres. 
L'influence,  sur  la  distribution  et  l'abondance  des  galles  du  calicis,  de  la  direction  du 
vent  a  l'époque  oii  les  deux  générations  prennent  leur  volée,  y  est  tres  évidente. 

La  deuxième  localité,  ^^'ijhe '),  présente  dans  un  bois  de  relativement  peu 
d'étendue  trois  stations  complètement  distinctes  de  la  gaile  du  calicis,  dont  chacune 
a  pour  centre  un  petit  groupe  de  Quercus  cerris.  La  guêpe  du  cerris  est  tres  delicate, 
et  ne  dépose  ses  oeufs  dans  les  jeunes  fruits  du  chêne  pédonculé  qu'au  plein  soleil 
du  midi.  On  ne  trouve  donc,  au  milieu  de  la  forêt,  de  galles  du  calicis  qu'au  sommet 
des  arbres;  et  l'on  ne  peut  juger  de  leur  distribution  qu'en  octobre,  après  la  chüte  des 
giands.  Au  contraire,  les  chénes  pédonculés  bien  exposés,  situés  dans  des  endroits 
découverts,  portent  précisément  la  galle  du  calicis  sur  les  basses  branches.  Il  y  a  a 
Rheden  plusieurs  chénes  pédonculés  jouissant  d'une  exposition  favorable,  et  c'est  la- 
dessus que  j'ai  fait  mes  observations  en  plein  air.  lis  se  trouvent  au  bord  méridional 
d'une  forêt,  protégés  centre  Ie  vent  du  Nord,  et  dans  un  sol  tres  favorable,  ce  qui 
fait  que  les  années  oü  il  y  a  beaucoup  de  giands  se  succèdent  rapidement  en  eet 
endroit.  S'il  arrive  qu'au  commencement  de  mars,  quand  Ie  Cy>tif>s  salicis  est  en 
liberté,  un  vent  d'est  entraine  les  insectes  vers  les  cerris,  et  qu'un  vent  d'ouest  au 
contraire  ramene,  au  conuneneement  de  mai,  les  petites  guêpes  du  cerri  vers  la  forêt, 
les  galles  naissent  presque  sur  chaque  gland  de  ces  arbres  favorisés. 

Les  conditions  vitales  si  extraordinairement  compliquées  que  je  viens  de  résumer 
en  ces  quelques  mots,  m'ont  conduit  plus  d'une  fois  a  songer  a  l'utilité  de  l'hétéro- 
génèse.  Je  suis  persuadé  du  grand  avantage  qui  s'attache  a  cette  propriété.  En  effet, 
non  seulement  Ie  nombre  des  oeufs  de  la  guêpe  gallicole  se  trouve  par  la  en  quelque 
sorte  multiplié  (environ  trente  fois  plus  grand  chez  la  guêpe  du  calicis),  et  ceci  dans 
Ie  cours  de  i  K  a  2  mois,  mais  les  chances  de  mauvais  temps  sont  de  plus  réduites 
de  moitié.  En  outre  la  différence  de  moeurs  des  deux  générations  doit  également 
augmenter  les  chances  de  survie  de  l'espèce. 

Peut-être  les  causes  de  la  distribution  des  deux  générations  du  Cynifs  calicis 
sur  deux  espèces  de  chêne  différentes  ne  pourront-elles  être  découvertes  que  grace 
a  des  études  dans  la  forêt  même  011  Ie  Quercus  cerris  est  indigène.  Je  dois  cepen- 
dant  faire  observer  que  la  couleur  et  Ie  revêtement  de  poils  de  la  guêpe  du  calicis 
sont  en  harmonie  parfaite  avec  les  mêmes  caractères  chez  les  rameaux  et  les  bour- 
geons  du  Quercus  cerris.  Il  résulte  de  la  qu'une  guêpe  de  calicis  en  train  de  pondre  ne 
se  voit  que  tres  difïicilement,  ce  qui  serait  bien  moins  Ie  cas  sur  Ie  Quercus  pedun- 
culata.    On  sait  d'ailleurs  que  Ie  Quercus  cerris  ne  mürit  ses  fruits  que  tous  les  deux 


')  Je  dois  la  connaissancc  de  cette  localité  a  M.  C.  Ritscma,  Conservateur  de 
Musée  a  Leyde.  II  y  a  plusieurs  années  M.  Ie  Professeur  Masnus  de  Berlin  a  trouve 
notre  gallc  sur  Ie  »Hemelsche  Berg«  prés  d'Oosterbeek:  mais  en  i8o5  je  ne  l'ai  pas 
retrouvée  (voir  aussi  G.  Hieronymus,  68"  Jahresbericht  der  Schles.  Gesellscli.  f. 
vaterl.  Cultur,  Erganzungsheft,  p.  213,   iSgo). 
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ans,  et  il  suftit  d'uii  coup  d'oeil  sur  la  microscopique  femelle  du  cerri  pour  se  con- 
vaincre  que  ni  les  fleurs  si  difficiles  a  trouver  du  chêne  de  Bourgogne  de  la  première 
aiinée,  ni  les  jeunes  glands  relativenient  gros  et  durs  de  la  seconde  ne  lui  convien- 
draient. 

Une  grosse  difficulté  que  j'ai  rencontrée  au  cours  de  ce  travail,  c'est  qu'une  galle 
que  jamais  auparavant  je  n'avais  trouvée  sur  Ie  Ouercus  ccrris  est  dans  ces  dernières 
années  devenue  tres  fn-quente  dans  les  Pays-Bas.  Ie  vis  cette  galle  se  developper 
tres  fréquemment  dans  les  filets  de  gaze  enveloppant  les  branches  de  cerris  dans 
lesquelles  se  trouvait  emprisonné  Ie  Cynips  calicis,  et  je  me  trouvai  conduit  a  la  con- 
clusion  erronée  qu"elle  était  produite  par  ce  Cynips.  la  deuxième  génération  ctant 
donc  dimorphe.  Mais  finalement  je  ni'aperc;us  de  l'état  réel  des  choses.  La  galle 
étrangère  se  montra  prendre  naissance  aux  dépens  d'oeufs  déja  presents  antérieure- 
ment  dans  les  bourgeons.  EUe  n'a  rien  a  voir  avec  Ie  Cy)nps  calicis  et  est  spécifique- 
ment  identique  avec  l'Andricus  circulans  M  a  y  r.  C'est  l'insecte  que  dans  ma  note 
préliminaire  j'avais  appelé  Cynips  cerri  gennuae.  Comme  cette  dernière  galle  n'est 
encore  que  tres  peu  connue  jusqu'a  présent,  j'en  dcmnerai  a  cette  occasion  une  de- 
scription  détaillée. 

La  facilité  relative  avec  laquelle,  une  fois  dans  Ie  vrai  chemin,  je  pus 
arriver  aux  résultats  ultérieurs,  est  due  en  partie  a  ce  que  Ie  Ouercus  cerris  ne 
présente  en  Hollande,  sauf  celles  que  je  viens  de  citer,  pas  d'autres  galles.  De  plus, 
celles  de  VAndricus  cerri  ne  se  rencontrent  qu'aux  seuls  endroits  oü  Ton  trouve  dans 
Ie  voisinage  Ie  Cyuips  calicis.  J'ai  profité  aussi  de  la  situation  extrémement  avanta- 
g^euse  de  la  station  de  Rheden,  oü  les  énormes  chênes  pédonculés  sont  tres  abrités,  et 
portent  des  branches  descendant  jusqu'au  sol,  tres  propres  a  y  faire  des  expériences. 
La  plupart  des  branches  et  des  glands  que  dans  mes  expériences  en  plein  air  j'avais 
distinguées  par  des  fils  de  soie  purent  être  observés  de  mai  a  septenibre  dans  leur 
complet  développement.  Mais  les  résultats  de  mes  recherches  sont  di'is  surtout  a  Ia 
réussite  des  expériences  faites  au  printemps  de  1896,  quand  je  cultivai  les  galles  du 
cerri  sur  des  branches  coupées,  placées  dans  l'eau,  et  enveloppées  de  gaze,  dans  mon 
laboratoire  a  Delft. 

Le  plus  proche  parent  de  la  guêpe  du  cerri  est  VAndricus  hurgundus  G  i  r  a  n  d. 
La  diagnose  de  cette  dernière  espéce  s'applique  presque  littéralement  .i  VAndricus 
cerri.  Te  dirai  plus  tard  pour  quelle  raison  j'ai  été  obligé,  en  dépit  de  cette  rcssem- 
blance,  de  considérer  la  guêpe  de  mes  galles  comme  une  espèce  nouvelle.  Je  me  con- 
tenterai  de  dire  ici  que  l'amabilité  de  M.  le  professeur  W  a  c  h  t  1  a  X'ienne  m'a  fourni 
I'ocasion  d'étudier  sur  des  matériaux  secs  excellents  les  galles  et  les  guêpes  de  l'.^. 
circulans  et  de  1'--^.  hurgundus^). 

Il  ne  me  semble  pas  inutile  de  remarquer,  a  un  point  de  vue  pratique,  et  déja 
dans  cette  introduction,  que  si  l'on  peut  fournir  la  preuve  de  la  nécessité  du  Q.  cerris 
pour  l'existence  de  la  deuxième  génération,  ce  fait  peut  donner  lieu  a  la  culture 
systématique  des  galles  du  Cynips  calicis.  En  effet,  ces  galles  constituent  des 
matériaux    de    premier    rang  pour    la   fabrication   de  l'acide   gallique,   mais   elles  de- 


')  La  Kuêpe  du  cerri  dont  je  m'occupe  ici  rcssemble  également  si  lort  a  VAndricus 
niidus  Adler,  génération  bisexuée  de  V Aphilothrix  tnalpighi  XAXnr .  que  je  ne  parviens 
pas  a  distinguer  les  deux. 
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\  ieniieiit  de  plus  en  plus  difliciles  a  se  procurer.  On  sait  que  ces  galles  sont  encore 
aujourd'hui  tres  estimces.  On  peut  lire  dans  Ie  travail  de  Burgsdorff')  conibien 
on  les  appréciait  déja  il  y  a  un  siècle;  l'auteur  cite  Ie  passage  suivant,  tiré  du 
Brünner  Zeitimg  de  1871,  n"  67:  »Die  Knoppern  haben  vor  Gallapfeln  und  jeder 
anderen  Lnhe  den  Vorzug,  vveil  sie  ungleich  mehr  von  der  adstringirenden  Kraft  be- 
sitzen,  folglich  das  Leder  um  den  fünften  bis  sechsten  Theil  geschwinder  garmachen 
und  daher  für  die  (Jerber  viel  vortheilhafter  sind,  welche  sie,  wenn  sie  nicht  gut  ge- 
raten,  ungemein  theuer  bezahlen  mussen.  lm  Jahre  1870  mussten  sie  für  den  Kiibel 
oder  2  Pressburger  Metzen,  17  Gulden  geben,  da  sie  sie  in  guten  Jahren  für  eben  so- 
viel  Groschen  haben  können«  ....    Auch  die  Fiirber  ziehen  sie  den  Gallapfeln  vor«  -). 

Il  semble  donc  a  reconimander  de  donner  a  un  insecte  si  utile  une  demeure  fixe 
en  distribuant  régulièrement  dans  les  massifs  de  chêne  pédonculé  un  nombre  suffisant 
de  Q.  cerris.  Ceci  ne  serait  peut  être  pas  sans  importante  ])our  l'Autriche  et  les  pays 
voisins,  et  même  en  Allemagne  et  dans  les  Pays-Bas  il  y  a  quelque  apparence  que 
cette  mesure  aurait  de  bons  résultats.  En  efïet,  des  analyses  faites  au  laboratoire  de 
chimie  de  I'Ecole  polytechnique  a  Delft  ont  montrc  que  des  galles  du  Cynips  calicis, 
récoltées  au  mois  de  janvier  en  Hollande,  sur  Ie  sol,  et  qui  avaient  donc  été  exposées 
déja  trois  mois  durant  a  toutes  les  intempéries  du  cliiuat,  renferniaient  encore  20% 
d'acide  gallique.  Des  galles  autrichiennes,  envoyées  de  Vienne,  en  renfermaient 
25%,  ce  qui  représente  des  teneurs  rendables  au  point  de  vue  technique.  Le  Q.  cerris 
croit  tres  bien  en  Hollande,  surtout  dans  un  endroit  abrité  et  sur  un  sol  frais;  cepen- 
dant  il  se  développe  même  encore  assez  bien  sur  un  sol  tres  ingrat.  Le  bois  est  dur 
et  se  conserve  bien;  l'écorce  fournit  de  bons  matériaux  pour  le  tannage :  les  glands 
sont  gros  et  comestibles,  ressemblant  a  des  chataignes:  enfin  l'arbre  adulte  est  beau 
et  décoratif,  de  sorte  que  la  culture  mérite  d'en  être  recommandée  a  des  points  de 
vue  tres   divers. 

L'hétéroecie  des  Cynips  calicis  et  Aiidricus  ccrri  est  encore  interessante  a  un 
point  de  vue  théorique,  par  ce  qu'elle  montre  de  combien  peu  d'importance  physio- 
logique  est  le  fait  étonnant,  que  bien  des  espèces  de  galles  sont  liées  a  une  seule  espèce 
végétale.  Ceci  repose  bien  plutöt  sur  des  instincts  ou  des  circonstances  d'ordre  ex- 
terne, causées  par  l'organisation  de  la  guêpe  gallicole,  et  ;i  un  moindre  degré  seule- 
ment  sur  des  propriétés  internes  de  la  substance  vivante.  Cela  'concorde  d'ailleurs 
avec  les  résultats  d'expériences  directes.  C'est  ainsi  que  je  pus  forcer  le  Rhodites 
rosae  a  déposer  ses  oeufs  dans  les  bourgeons  des  Rosa  rugosa  et  Rosa  acicularis, 
tandis  qu'il  ne  visite  volontairement  que  les  Rosa  canina  et  Rosa  riibiginosa.  J'obtins 
ainsi  des  bédéguars  tres  beaux  et  caractéristiques,  renfermant  des  insectes  capables 
de   reproduction.      t"e    changement    d'lióte    dolt     également   se   produire   de   temps   en 


')   Berlhier  C.eselhch.  Katurf.  Freitnde.   Bd.  ^,  p.  i.   1883. 

')  11  dit  encore:  «Die  Knoppern  sind  ki-iner  Liche  bcsondcrs.  sondern  man  findet 
sie  an  der  gcnuincn  Eichc  nnd  an  der  Cerr-eiche  (Quercus  cerris  L)«.  Metzger 
(Landwirthsch.  Pflanzfukunde,  p.  .358,  1841)  dit  également  que  les  galles  du  Cynips 
calicis  (Knoppern)  se  trouvent  sur  le  cerris.  L"une  et  l'autre  donnéc  ne  sont  pas 
d'accord  avec  la  réalité.  Tl  n'est  guère  étonnant  que  Metzjjer  se  soit  tronipé,  car  il 
désigne  la  guêpe  sous  Ic  noni  de  Cynips  quercus  pediinculi,  et  montre  encore  ailleurs 
qu'il  ne  connaissait  pas  les  galles  dn  chêne.  Mais  on  peut  être  surpris  cui'un  forestier 
tel   nue    Burgsdorff  ait  pu   commettre  pareilU'  erroiii. 
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temps  dans  la  nature,  ce  que  je  dcduis  du  fait  que,  prés  de  Renkum,  une  plantation 
de  Rosa  l>impineUifoUa  portait  des  centaiues  de  Indcguars,  alors  que  jamais,  en  dépit 
d'expériences  prolongées  des  ainiées  duraiit,  je  ne  pus  provoquer  sur  cette  espèce  la 
production  de  ces  j:;alles.  11  en  est  de  niême  du  Rhodltes  mayri,  que  je  nc  pus  forcer  a 
formerdesgallessur  la  Rosa  pimpinellifolia,  nialgré  que  les  bédéguars  du  mayri  fussent 
généralement  répandus  jadis,  dans  les  dunes  hollandaises,  sur  cette  espèce  de  rosier  '). 
Ne  faut-il  pas  du  reste  invoquer  pareil  changement  brusque  d'instiiict  pour  exp!i(iuer, 
chezlesancétresdelaguêpe  du  calicis,  riiétéroecie  de  l'Andricus  cerrif  II  y  a  beaucoup 
de  Cynipides  et  d'autres  animaux  gallicoles  qui  sont  moins  délicats  dans  Ie  choix  de 
leur  hóte.  On  se  trouve  conduit  ;i  peiiscr  (|uo  Ie  cercle  des  espèces  végctales  capables 
de  produire  une  galle  identique  est  bien  plus  restreint,  il  est  vrai,  que  Ie  nonihre  des 
espèces  capables  de  croisement  mutuel  ;  mais  l'explication  de  ce  fait  ne  réside  tres 
probablenient  pas  dans  des  circonstances  d'urdre  physiologique,  mais  de  nature  purc- 
ment  externe.  Si  l'on  jette  un  coup  d'oeil  sur  Ie  domaine  entier  des  excroissances 
pathologiques,  on  verra,  je  crois,  qu'il  y  a  certaine  concordance  entre  l'étendue  de 
groupes  végètaux  dans  les  limites  desquels  l'hybridisation  est  possible.  et  l'étendue 
des  groupes  susceptibles  de  porter  les  mènies  gallcs.  Cependant,  i>n  pourra  atteiulrc  de 
meilleurs  résultats  (Texpèriences  dans  ce  sens  des  espèces  de  Rhodites  et  A' Aulax  que 
des  Cynipides  du  chêne.  Les  instincts  de  ces  dernières  sont  tres  fixes.  L'hètèroecie 
des  deux   génèrations  de   Cyiiips  calicis  n'en   devient  que   plus   reniarquable. 

11  y  a  bien  des  points  encore  que  j'aurai  a  relever  tout  a  l'heure.  Entre  autres 
la  grande  importance,  insuffisamment  appréciée  jusqu'ici,  des  galles  de  Cynipides  en 
général  pour  la  theorie  aujourd'hui  dominante  du  développement.  La  galle  du  calicis 
en  particulier,  si  parfaitenient  organisée.  ainsi  que  les  formes  voisines,  ont  a  ce 
point  de  vue  une  haute  signification.  En  effet,  les  »propriétès  spécifiques«  constantes  et 
la  dift'érenciation  tres  grande  des  tissus  de  ces  cécidies  n'engagent  pas  moins  ;i  entre- 
prendre  leur  étude  sous  ce  rapport  que  leurs  admirables  adaptations;  adaptations 
créées,  non  pour  répondre  aux  besoins  de  la  plante  nourricière,  sur  laquelle  les  gallcs 
de  développent  comme  des  »organes«  spéciaux,  —  mais  aux  besoins  d'un  animal 
étranger,  indifférent  ou  mëme  nuisible  a  la  plante. 

Les  faits  amenés  au  jour  par  ce  chapitre  de  la  science  sont  entièrement  opposcs 
aux  idees  aujourd'hui  les  mieux  appuyées,  et  cependant  étroites,  sur  Ie  développement 
organique.  Les  faits  dont  je  parle  consistent  en  ce  que  la  forme  est  dcterminée  par 
fles  substances  liquides,  qui  circulent  librement  a  travers  des  groupes  considérables  de 
cellules  des  tissus  en  voie  d'accroissement.  Je  suis  cependant  si  parfaitenient  con- 
vaincu  de  l'antithèse  de  ce  résultat  avec  les  vues  régnantes  que  je  ne  m'attends  guère 
a  de  grands  résultats  de  ces  quelques  lignes.  Je  sais  trop  que,  dans  les  sciences  bio- 
logiques,  la  puissance  de  conviction  d'une  ioi  quelconque  n'est  pas  uniquement  déter- 
minée  par  son  incontestable  exactitude,  n.iis  de  plus  par  sou  harmonie  plus  ou  moins 
grande   avec   les   idees  théoriques   régnantes. 


')  Le  Rosa  pimpiitellifolia  est  dcvenu  hcaiucjup  plus  rare  dans  nos  duncs  depuis 
que  celles-ci  sont  drainées  pour  les  besoins  de  la  di^tributimi  des  eaux.  On  ne  trouve 
plus  aujourd'hui   (lu'i^olénieut  le  Rhodites  mayri  dans  Ir^  duiios,  sur  le  Rosa  rubigiiiosa. 
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I.    La    guépe   du   calicis'et   sa   galle. 

La  galle  du  calicis  est  a  bien  des  points  de  vue  organisée  comme  un  gland  avec 
sa  cupule.  Elle  se  compose  tl'une  cupule  ligneuse,  que  je  nommerai  »cupule  de  la 
galle«,  sur  Ie  fond  de  laquelle  est  fixée  la  »galle  interne»  correspondant  au  gland  lui 
niême. 

La  galle  entière,  par  son  insertion,  correspond  au  gland  proprement  dit.  Comme 
celui-ci,  elle  est  ordinairement  fixée  par  une  large  base  sur  Ie  fond  de  la  cupule 
(PI.  U,  fig.  lo),  et  rarement  sur  Ie  gland  lui-même.  Des  exemples  de  ce  dernier  cas 
sont  représentés  PI.  I,  fig.  14,  PI.  II,  fig.  8;  et  il  peut  arriver  alors  que  la  galle  fasse 
complètement  saillie  de  la  cupule.  Souvent  je  trouvai  de  deux  a  cinq,  exceptionnelle- 
ment  méme  huit  galles,  entourant  un  gland,  et  fixées  dans  la  niême  cupule.  Le  gland 
reste  dans  ces  cas  de  petit  volume  il  est  vrai,  mais  se  développe  du  reste  normale- 
ment  et  germe  bien.  ('ai  trouvé  de  pareils  glands  nains  qui  n'avaient  atteint  que  2  a 
3  mm.  de  longueur,  et  s'étaient  cependant  solidement  enracinés,  bien  qu'ils  fussent 
environnés  de  six  galles  du  Cynips  calicis. 

A  l'époque  de  la  maturité  propre,  qui  coïncide  avec  celle  des  fruits  et  tombe 
au  mois  d'octobre,  la  galle  ne  se  détache  pas  de  la  cupule.  Le  gland  lui-même  aussi 
est  empêché  de  tomber  par  la  galle  adjacente,  et  l'on  trouve  en  hiver  les  galles  sur 
le  sol,  adhérentes  encore  aux  longs  pédoncules.  Dans  le  cours  de  l'automne  de 
l'année  suivante,  la  cupule  est  complètement  décomposée,  de  maniere  que  les  galles  du 
calicis  peuvent  se  rencontrer  alors  complètement  libres,  sur  le  sol.  Ce  fait  est  digne 
de  remarque  en  ce  que  presque  la  moitié  ou  le  tiers  des  guêpes  du  calicis  ne  prennent 
pas  leur  volée  au  printemps  de  la  première  année,  mais  que  leurs  galles  restent  sur  le 
sol  tout  l'été  et  encore  un  hiver  entier  durant,  sans  protection  de  la  part  de  la  cupule 
du  gland.  Or,  la  portion  de  la  surface  qui  dans  le  cours  du  développement  est  en  con- 
tact avec  le  gland  constitue  son  point  vulnérable,  en  quelque  sorte  son  tendon 
d'Achille.  C'est  ce  que  savent  tres  bien  nombre  d'oiseaux,  qui  trouvent  moven  de 
parvenir  de  ce  cóté  a  la  galle  interne.  La  paroi  en  ce  point  est  trop  mince  pour  résister 
au  bec,  et  la  larve  est  perdue. 

Il  convient  d'ailleurs  de  remarquer  que  la  galle  du  calicis  est  parfaitement  pro- 
tégée  contre  les  ennemis  ordinaires  du  monde  des  insectes.  En  examinant,  sur  la 
coupe,  quelques  milliers  d'échantillons  recueillis  dans  les  stations  hoUandaises,  je  ne 
vis  que  dans  un  seul  d'entre  eux,  au  lieu  de  la  galle  interne,  les  chambres  rayonnées 
du  commensal  Synergus  reinhardi,  tandis  que  tous  les  autres  complètement  normaux 
et  ne  renfermaient  pas  davantage  de  parasites.  Ce  fait  est  surprenant  en  ce  que  les 
commensaux  ordinaires,  que  M  a  y  r  cite  comme  indigènes  en  Autriche'),  notamment 
les  Synergus  melanoptis,  S.  pallicornis,  S.  vulgaris  et  S.  evanescens,  ne  manquent  pas 
dans  d'autres  galles  hoUandaises.  Tous  ces  animaux  habitent  d'ailleurs,  en  Autriche, 
Ia  cupule  de  la  galle  du  Cynips  calicis,  et  ne  gênent  en  rien  le  développement  normal 
de  la  larve.  Seul  le  Synergus  reinhardi  fait  exception,  en  ce  que  les  chambres  lar- 
vaires  sont  situées  dans  le  tissu  nourricier  même  de  la  galle  et  en  chassent  le  pro- 
priétaire   légitime.    Les   envahisseurs   ne    sont    d'ailleurs   guère   dangereux    même   au 


')  E.  G.  Mayr.    Die  Einniiethler    der    niittekniropiiisclien    Eicliengalicn.     Abhandl. 
Zool.  Bot.  Ges.  in  IVien,  Bd.  22,  p.  692.   187J 
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centre  de  leur  aire  de  dispersion  geographique.  C'est  ce  que  je  dcdiiis  de  l'étude  de 
plus  de  cent  galles  du  calicis,  que  M.  Heibroek  a  Hilversum  eut  Tamabilité  de 
me  faire  envoyer  de  Vieniie  dans  rété  de  1895.  Plusieurs  de  ces  galles  m'ont 
donné  il  est  vrai  de  nombreuses  Synergides,  mais  les  habitants  légitinies  u'avaient 
cependant  nullement  souft'ert.  Deux  parasites,  que  je  remarquai  au  milieu  des  com- 
mensaux,  durent  être  rapportés  a  ces  derniers  eux-mêmes.  En  fcvier  et  mars  1896 
il  est  sorti  de  ces  galles  une  soixantaine  de  guêpes  du  calicis,  et  je  soupqonne  que  les 
autres  galles  avaient  déja  été  abandonnées  au  printemps  par  leur  habitant  légitime  ')• 

Les  moyens  de  défense  de  la  galle  du  Cynips  calicis.  outre  celui  fourni  par  Ie 
gland,  me  semblent  être  les  suivantes.  D'abord,  la  paroi  épaisse  de  la  cupule,  formi'-e 
au  début  d'un  parenchyme  dense,  lignifiée  plus  tard,  qui  protégé  sutïisamment  centre 
les  insectes  a  courte  tarière  et  centre  Ie  bec  de  petits  oiseaux.  En  second  lieu,  la 
forte  teneur  en  tannin  qui,  suivant  divers  analytes,  varie  entre  20  et  50%  du  poids 
sec  et  protégé  parfaitement  centre  les  limaces,  les  rongeurs  et  les  oiseaux,  pendant  la 
longue  période  que  les  galles  mettent  a  mürir.  Peut-ëtre  même  Ie  tannin  protège-t-il 
aussi  contra  les  champignons  parasites  et  k  coup  sür  contre  les  bactéries,  ce 
qui  doit  être  d'une  grande  importance  pour  les  galles  qui  passent  l'hiver 
sur  Ie  sol.  En  troisième  lieu,  Ia  sécrétion  colossale  de  mucilage,  qui  a  lieu  durant  la 
période  d'accroissement  tout  entière  a  la  surface  de  la  cupule  de  la  galle,  et  rend 
cette  cupule  ainsi  que  Ie  gland  liumides  et  glutineux.  Ce  mucilage  cimstitue  sans  Ie 
moindre  doute  un  moven  de  protection  tres  efficace  contre  les  petits  ennemis  ailés. 
Enfin,  une  couche  de  eire  protégé  temporairement  les  galles  tombées  contre  l'humidité. 

Ce  n'est  pas  toutefois  dans  ce  cas  isolé  que  nous  rencontrons  chez  une  galle 
une  série  de  moyens  de  protection  tres  complets,  ressemblant  a  ceux  des  plantes  et 
des  aniniaux  eux-mêmes.  Chez  les  galles  en  général,  les  moyens  de  protection  sont 
aussi  nombreux  et  aussi  parfaitement  développés  que  ceux  qui  chez  les  fleurs,  les 
feuilles,  les  organes  en  général,  icartent  les  intrus  et  les  ennemis.  Ceci  constitue  un 
probléme  physiologique  tres  important.  N"est-il  donc  pas  remarquable  que  les  nom- 
breux ouvrages  qui  traitent  du  principe  de  la  sélection  ne  s"en  occupent  que  pas- 
sagèrement  ou  pas  du  tout?  Et  cependant,  il  doit  être  évident  a  première  vue  qu'ici 
aussi  ce  sont  »les  conditions  vitales  qui  ont  manie  Ie  ciseau«  et  donné  naissance  aux 
formes  existantes.  Comment  les  conditions  vitales  ont-elles  pu  s'y  prendre?  11  est  clair 
que  c'est  seulement  au  moven  de  corps  liquides,  ce  qui  démontre  qu'outre  Ie  protoplasme 
attaché  :\  la  cellule.  nc  la  quittant  jamais,  il  y  a  encore  un  autre  principe  qui  déter- 
mine  la  forme  au  cours  de  l'accroissement,  principe  capable  de  se  mouvoir  librement 
de  cellule  en  cellule,  en  traversant  les  tissus  en  voie  de  croissance.  Le  premier  pas  ;'i 
faire  par  la  theorie  de  la  formation  des  espèces  ainsi  que  par  la  theorie  du  dévc- 
loppement  en  général,  ce  sera  précisément  de  tenir  compte  de  ces  choses.  Mais 
I'heure  ne  parait  pas  encore  être  arrivée. 


')  L'orifice  de  sortie  n'est  pas  tcuijinirs  visihle,  et  je  préférais  nc  pas  onvrir  les 
galles,  car  les  échantillons  sont  de  grande  valeur  et  pourront  servir  a  constatcr  si, 
dans  leur  patrie,  les  guêpes  quittent  encore  la  galle  au  bout  de  trois  ans,  ce  qui  n'est 
peut-être  pas  le  cas  en  Hollande.  Toutes  les  galles  se  ressenibknt  tcllcmcnt  (lu'elles 
ont  dü,  j'en  suis  persuadé,  tomber  de  l'arbre  en  octobre  1894.  S'il  y  en  avait  parmi 
elles  de  1803.  'a  couleur  et  l'état  de  décumpositicm  devraient  aiséincnt  ks  faire  dé- 
couvrir. 
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Si  Ion  a  considéré  de  prés  la  lutte  pour  l'existence  que  doivent  soutenir  les 
animaux  gallicoles,  on  comprend  que  des  moyens  de  défense  compliqués,  parfois 
admirables,  étaient  indispensables.  Une  armee  de  parasites  menace  continuellement 
presque  chaque  larve  de  Cynipide,  une  armee  de  commensaux  les  tissus  nourriciers 
destinés  a  la  larve  et  engendrés  par  elle.  Je  me  permettrai  de  citer  une  couple 
d'exemples. 

En  1876,  Ie  Dryophanta  divisa  était  si  commuii  aux  environs  d'Utrecht,  que  je 
pus  sans  ditïiculté  en  recueillir  des  milliers.  Cependant  je  n'obtins  en  octobre  et 
novembre  qu'une  couple  d'habitants  légitimes;  au  contraire,  a  la  même  époque  ainsi 
que  plus  tard,  des  milliers  de  parasites  et  commensaux.  Cette  galle  appartient  aux 
formes  peu  protégées,  la  protection  consistant  simplement  en  un  parenchyme  a  parois 
épaisses,  qui  ne  se  développe  que  tardivement.  Toutefois  les  galles  mieux  protégées 
sont  également  extrêmement  menacées.  Il  est  diflficile  d'obtenir  la  guêpe  gallicole  de 
VAphilotrix  solitaria,  qui  dans  son  jeune  age  est  protégée  par  un  revêtement  laineux 
tres  doux,  et  a  la  maturité  par  une  enveloppe  ligneuse  résistante.  La  galle  de 
VAphilotrix  glandulae  est  protégée,  non  seulement  par  du  tissu  a  parois  épaisses  et 
un  revêtement  pileux,  mais  de  plus  par  ce  que  la  chambre  larvaire  ii'est  pas  située 
au  centre  de  la  galle  pyriforme.  Elle  occupe  au  contraire  une  position  excentrique, 
et  trompe  Ie  dard  du  parasite  ').  Cette  galle  se  range  donc  en  somme  au  nombre  des 
formes  tres  bien  protégées.  Elle  était  assez  généralement  répandue,  en  1883,  sur  les 
chénes  aux  environs  de  de  Grebbe  en  Gueldre.  Je  n"ai  pu  toutefois  obtenir  de  guêpes 
d'aucune  des  galles,  mais  uniquement  des  parasites,  et  dans  les  années  qui  suivirent 
la  galle  a  complètement  disparu  de  de  Grebbe.  Il  n'est  pas  certain  qu'elle  existe  encore 
actuellement  dans  les  Pays-Bas.  Je  pourrais  fournir  de  nombreux  exemples  ana- 
logues,  qui  concourent  tous  a  rendre  explicable  la  différenciation  vraiment  étonnante 
des  galles  de  Cynipides,  quand  on  invoque  Ie  principe  de  la  sélection.  Si  les  galles 
r.'etaint  que  des  organes  végétaux  ordinaires,  les  cas  innombraWes  d'adaption  se 
trouverraient  augmentés  d'un  exemple  nouveau.  Mais  combien  l'intérêt  qui  s'y  attaché 
augmente,  quand  on  songe  que  la  sélection  naturelle  ne  peut  agir  ici  indubitablement 
que  grace  a  la  variation  de  substances  en  circulation.  Ces  substances  se  répandent 
uniformément  sur  des  centaines  de  cellules,  et  les  obligent  a  développer  une  activité 
ontogénétique  commune.  On  voit  ainsi  clairement  que  la  nouvelle  theorie  de  la  pan- 
génèse,  ainsi  que  Ia  doctrine  du  plasma  germinatif  qui  en  est  issue,  ne  tiennent 
compte,  dans  les  limites  de  leur  vérité,  que  de  la  moitié  du  problème  du  développe- 
ment.    Mais  revenons  pour  Ie  moment  aux  galles  du  calicis. 

La  femelle  pond  ses  oeufs  vers  Ie  milieu  du  mois  de  mai.  Les  premiers  stades  du 
développement  de  la  galle  du  calicis  peuvent  donc  se  rencontrer  en  juin.  En  sep- 
tembre,  les  galles  sont  adultes,  mais  cependant  encore  complètement  fraiches  et 
vertes,  et  ne  renferment  encore  a  ce  moment  qu'une  larve  très-petite,  au   sein  d'un 


')  Cette  particularité  n'est  pas  rare  chez  k-s  galles  de  Cynipides.  Je  rappcllcrai 
p.  ex.  la  galle  bien  connue  du  crfrvator.  Elle  est  toutefois  Ie  plus  remarquablement 
développée  chez  la  galle  du  Dryophanta  disticha  sur  Ie  Quercus  sessiliflora,  oü  la  chambre 
larvaire  proprement  dite  est  excentrique.  et  située  tout  prés  du  hile  de  la  galle.  Au 
centre,  a  l'endroit  donc  oü  chez  d"autres  galles,  entièrement  semblablcs  au  dehors,  se 
trouve  Ia  chambre  larvaire,  il  y  a  un  espace  vide,  chambre  pseudo-larvaire,  oü  les 
ennemis  déposent  leurs  ceufs  par  trreur.  II  y  a  chez  l'inflator  une  disposition  semblable. 
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tissu  nourricier  abondant,  gorgc  d'amidon.  Si  Ton  récolie  des  galles  a  ce  moment  et 
qu'on  les  conserve  desscchées,  Ie  développement  entier  peut  s'y  faire  rëgulièrement. 
Mais  la  guêpe  que  l'on  obiient  est  d'autant  plus  petite  que  l'on  a  recueilli  la  galle 
a  une  epoque  plus  reculée  de  son  développement,  et  elle  peut  atteindre  une  valeur 
minima,  correspondant  environ  a  la  mi-longueur  de  l'insecte  normal.  Comme  Ie  tissu 
rourricier  primaire  est  déja  entièrement  développé  tres  tót,  on  peut  obtenir  des 
guêpes  même  de  galles  tres  petites,  recueillies  en  juillet,  ce  igne  d'un  pou- 

voir  de  résistance  tres   considérable  de  l'habitant.    Ceci   résu.-  ■^7>   ene   re   des 

propriétés  de  la  guëpe  adulte.    Enf ermee  a  Tétat  de  complet  de-  a 

galle  interne,  la  guêpe  peut  être  conservée  dans  une  chambre  chauntre  ei  suus  une 
couche  de  neige,  sans  montrer  a  la  sortie,  en  féviner  ou  mars,  beaucoup  de  traces  de 
ces  traitements  divers.  La  seule  diftenérence,  c'est  que  les  guèpes  conservées  en  chambre 
prennent  leur  vol  une  ou  deux  semaines  plus  tót.  Par  suite  d'vme  erreur,  une  boite 
de  verre,  dans  laquelle  je  conservai  pendant  l'liiver  tres  doux  de  1895 — 96,  environ 
deux  cent  galles  internes,  rêcoltées  en  janvier  1895  sur  Ie  sol,  s'était  remplie  d'eau. 
Lorsque  je  m'en  apercus  en  février  1896.  les  galles  internes  avaient  déja  flotté  sur 
l'eau  pendant  des  mois  entiers,  mais  n"avaient  cependant  pas  coulé  a  fond,  et  les 
guêpes  en  sont  plus  tard  tres  régulièrement  sorties.  Dès  qu'elle  est  en  liberté,  la 
guêpe  ne  vit  pas  longtemps  d'ordinaire.  Tout  au  moins  la  plupart  des  guêpes  étaient 
eïles,  dans  mes  nombreuses  expériences  de  culture,  mortes  au  bout  d'ime  quin2aine  de 
jours  dans  mes  filets  de  gaze,  et  ceci  malgré  que  Teau  ne  leur  avait  pas  fait  défaut. 
Les  galles  envoyées  de  Vienne  et  dont  il  a  été  question  cidessus  fournirent  des  rcsul- 
tats  quelque  peu  différents.  Ces  galles  furent  conservées  dans  un  flacon  de  verre 
bouché.  Quand  j'entrepris  en  février  et  mars  1896  des  expériences  avec  les  guêpes 
en  train  de  sortir,  celles, ei  se  comportèrent  normalement  dans  les  filets.  Les  guêpes 
conservées  en  même  temps  que  les  galles  dans  les  flacons  demeurèrent  au  contraire 
bien  plus  longtemps  en  vie,  et  je  pus  donc  dans  Ie  cours  de  la  même  année  assister  au 
rare  spectade  de  posséder  encore  Ie  4  avril  quelques  guêpes  vivantes  du  calicis.  qui 
étaient  sorties  vers  la  fin  de  février. 

J'ai  dit  plus  haut  que  la  galle  du  calicis  ressemble  a  un  gland  dans  sa  cupule  Ceci 
est  surtout  évident  pour  les  jeunes  galles  au  stade  de  juin  (PI.  1,  fig.  12"),  tandis  que 
chez  les  galles  arrivées  a  maturité  les  tissus  se  déchirent  toujours  plus  ou  moins,  ce 
qni  rend  un  peu  moins  distincte  la  composition  des  galles  de  deux  parties  indépen- 
dantes.  Ceci  provient  de  ce  que  la  surface  externe  de  la  galle  proprement  dite,  com- 
plètement  libre  a  l'origine,  se  soude  dans  Ie  cours  ultérieur  du  développement  avec  'a 
partie  interne  de  la  cupule  de  la  galle,  et  ne  redevient  libre  qu"a  la  dessiccation.  Cela 
ne  se  peut  toutefois  sans  que  les  couches  internes  de  la  cupule  se  déchirent  irrégulière- 
ment,  de  sorte  que  Ia  galle  interne  müre,  fixée  au  fond  de  la  cupule.  est  d'ordinaire 
environnée  d'ime  enveloppe  en  forme  de  sac. 

Te  n'ai  pu  jusqu'ici  déterminer  avec  certitude  la  valeur  morphologique  de  la  cu- 
pule der  la  galle.  Voici  cependant  ce  qui  me  parait  pouvoir  être  prétendu  avec  certi- 
tude. La  cupule  de  la  galle  ne  peut  être  comparée  a  la  cupule  gamie  de  feuilles  de  la 
galle  du  gemmae.  mais  il  y  a  hien  des  indices  que  la  >couronne<  caractéristique  que 
l'on  trouve  si  élégamment  développée  chez  la  galle  de  rargentea,  a  Tétat  rudimentaire 
chez  celle  du  tinctoria  et  chez  quelques  e.xemplaires  du  kollari.  doit  être  considérée 
conmie  homologue  de  la  cupule. 


208 

Si  cette  supposition  est  exacte,  les  métamorphoses  phylogéniques  qui  ont  eu  lieu 
dans  les  galles  du  seul  sous-genre  Cynips,  sont  aussi  profondes  que  celles  qui  scparent 
les  fleurs  hypogynes  des  fleurs  épigynes,  et  la  forme  du  réceptacle  dans  les  deux  cas 
rend  la  comparaison  tres  exacte.  A  partir  du  moment  oü  la  larve  est  adulte,  la  paroi 
de  la  galle  interne  müre  ne  se  compose  que  d'un  tissu  de  cellules  ligneuses.  La  galle 
interne  elle  même  possède  une  forme  irrégulièrement  ellipsoïdale,  et  Ie  sommet  orga- 
nique,  c'est  a  dire  l'endroit  de  la  chambre  oü  Ie  méristème  de  la  galle  s'est  ferme  en 
dernier  lieu  lors  de  remprisoniiement  de  Tembryon,  se  présente  sous  la  forme  fl'une 
saillie  conique  ^). 

Quand  j'eus  extrait  en  janvier  1893  environ  ciiiq  cent  galles  internes,  et  que  je 
les  conservai  dans  des  boites  en  verre  sur  du  papier  a  filtrer  humide  dans  une  cave 
traiche,  il  en  sortit  dans  la  première  moitié  de  mars  1894  environ  320  individus  de  !a 
guêpe  du  calicis.  Les  autres  furent  tenus  en  réserve,  car  ils  renfermaient  encore  tous 
des  larves  fraiches.  Celles-ci  se  transformèrent  peur  la  plupart  en  nymphes  vers  la 
fm  de  juillet  1894,  et  en  guêpes  au  mois  de  septembre.  Ces  guêpes  sont  sorties  au 
niois  de  mars  1895.  Cependant  46  galles  sont  encore  en  ce  moment  demeurées  closes, 
et  furent  ouvertes  Ie  6  avril  1896.  Une  seule  d'entre  elles  renfermait  encore  une  larve, 
quatre  des  guêpes  vivantes  et  développées,  mais  tres  débiles,  a  peine  sorties  de  la 
nymphe  et  évidemment  destinées  a  périr.  Dans  toutes  les  autres  galles  il  y  avait  des 
guêpes  du  calicis  mortes  et  couvertes  de  moisissures.  La  proportion  réelle  entre 
guêpes  annuelles  et  bisannuelles  n'est  pas  ainsi  déterminée  avec  certitude,  car  parmi 
les  320  exemplaires  sortis  en  mars  1894  il  y  avait  déja  peut  être  des  insectes  agés  de 
deux  ans.  Les  galles  avaient  été  en  effet  recueillies  sur  Ie  sol  sans  faire  attention  a 
cette  différence,  et  ^)  senis  des  exemplaires  récoltés  sur  les  arbres  peuvent  fournir 
ici  toute  la  clarté  voulue.  Ce  qui  toutefois  est  déja  rendii  tres  improbable  par  cette 
expérience,  c'est  qu'outre  des  guêpes  d'un  et  de  deux  ans,  il  y  en  ait  encore  qui  par- 
courent  une  période  de  repos  larvaire  de  plusieurs  années.  En  effet,  des  galles  plus 
agées  se  reconnaitraient  déja  a  leur  état  de  décomposition.  Ie  n'ai  pu  découvrir  de 
différences  externes  entre  les  guêpes  du  calicis  de  la  première  et  de  la  deuxième 
année. 

Ma  récolte  de  galles  du  calicis  de  janvier  1895  me  conduit  encore  aux  remar- 
ques  suivantes. 

Le  trou  de  sortie  est  pratiqué  latéralement  dans  la  paroi  de  la  galle  interne,  et 
bien  des  guêpes  sont  donc  obligées  de  percer  de  plus  la  cupule  ligneuse.  Mais  dans 
beaucoup  d'échantillons  la  cavité  interne  est  creusée  de  telle  maniere  que  l'animal 
pénètre  d'abord  dans  la  large  chambre  de  la  cupule,  oü  il  peut  attendre  tranquillement 
une  belle  journée  pour  prendre  son  vol.  La  guêpe  peut  alors,  sortir  de  sa  prison, 
profiter  de  l'orifice  naturel  de  la  cupule,  sauf  a  élargir  légèrement  eet  orifice  au  besoin. 
Quand  je  dirigeai  spécialement  mon  attention  sur  ce  point  en  février  i8o,S.  je  trouvai 
en  effet  que  beaucoup  de  guêpes  sortaient  de  la  galle  par  ce  moyen,  plus  ingénieux 
que  leur  pratiqué  ordinaire. 

|c  ferai  encore  remarquer  ce  qui  suit.  De  mimbreux  exemplaires  de  ma  récolte 
sont  sortis  vers  la  fin  février  iSgfi,  c'est  a  dire  après  un  repos  de  deux  années.  Beau- 


')   Dans  mes  figurcs  12  et  13  PI.  1.  il  y  a  par  crit-iir  on  cit   i  ndroit   mu-  déprcssion. 
=)    I.'erreur  dans  les  figurcs.  indiiiuéc   dan-   la   iiotc  prccédente  a  été  corrigéc. 


209 

coup  de  galles  au  contraire,  récolties  en  octobre  1895,  n'ont  fouriii  de  guépes  qu'au 
commencement  de  mars  1896.  Je  crois  donc  que  la  sjénération  de  deux  ans  prend  soii 
vol  plusieurs  jours  avant  la  géniration  annuelle.  Toutefois,  je  considère  cc  puiiit 
comme  n'étant  pas  coniplètenient  h<l^^  de  il(uite'). 


2.    P  o  u  r  q  u  o  i    je    c  h  e  r  c  h  a  1    la    d  e  u  x  i  c  m  e    g  c  n  c  r  a  t  i  o  n    du    C  y  n  i  p  s 
calicis    sur    Ie    Ouercus    cerris. 

Quand  B  u  r  g  s  d  o  r  f  1  montra  en  17S3  -)  que  les  galles  du  calicis  sont  habitics 
par  un  insecte,  qui  fut  dénommc  en  1840  par  Th.  Hartig-'),  il  donna  en  méme 
temps  une  figure  d'une  guêpe  enfonqant  sa  tarière  dans  un  jeune  gland  de  Querciis 
pfdiiitculata.  Lorsqu'a  nion  tour  je  remarquai  en  1885  que  la  guêpe  du  calicis  sort 
de  la  galle  en  février  et  mars,  a  une  epoque  oü  pas  un  bourgeon  de  chéne  n'est  déja 
ouvert,  je  crus  devoir  contróler  l'assertion  de  B  u  r  g  s  d  o  r  f  f.  On  ne  peut,  en 
effet,  admettre  que  l'insecte  prenne  sou  vol  en  février  pour  ne  déposer  ses  oeufs 
qu'en  mai;  il  ne  vit  en  liberté  qu'un  temps  tres  court.  J'eus  bientót  la  certitude  que 
Ia  figure  de  l'auteur  nVtait  qu'une  représentation  de  fantasie,  et  je  supposai  donc 
que  la  guêpe  est  capable  de  pênétrer  jusqu'au  jeune  gland  dans  Ie  bourgeon.  Mais 
l'examen  microscopique  m'apprit  bientót  que  ceci  non  plus  n'était  pas  possible,  pour 
la  simple  raison  que  l'oeuf  doit  nécessairement  être  déposé  entre  Ie  jeune  gland  et 
la  cupule,  et  que  ces  parties  ne  sont  pas  encore  ditïérenciêes  au  commencement  de 
mars,  quand  la  guêpe  prend  sa  voU'e.  Le  tont  est  encore  ;\  l'état  d'un  seul  point 
végetatif  méristématique. 

Je  me  vis  donc  forcé  de  conclure  que  la  guêpe  dêpose  son  oeuf  ailleurs  et  que 
je  me  trouvais  en  prêsence  du  premier  exemple  de  gênêration  alternante  chez  une 
espèce  de  Cyitifis,  dans  le  sens  restreint  donné  rêcemment  par  M.  M  a  y  r  a  ce  nom 
génêrique'').  11  y  avait  donc  a  dêcouvrir  ici  un  nouvel  insecte  et  une  nouvelle  galle, 
OU  bien  des  formes  dêja  connues  devaient  être  rapportées  a  la  deuxiême  gênêration 
probable. 

Ce  n'est  qu'après  de  tres  nombreuses  expêriences,  rêparties  sur  de  longues 
annêes,  que  je  suis  parvenu  a  rêaliser  mes  espêrances  et  a  cultiver  la  nouvelle  galle. 
Cette  galle  m'a  mênagê  en  outre,  comme  nous  l'avons  vu,  la  surprise  plus  grande 
encore  de  croitre  sur  un  hóte  différent. 

Le  fait  que  mes  expêriences  ont  été  si  longtemps  infructueuses  tient  a  ce  que, 
d'accord  en  ceci  avec  tous  les  résultats  antêrieurement  acquis,  je  crus  devoir  chercher 
la    deuxiême   gênêration,   de   même   que   le    Cynif's  calicis   lui-même,    sur    le    Ouercus 


')  Ceux  qui  s'intércssant  aux  procédés  de  récoltc  et  au  commerce  de  notrc  galle 
trouveront  des  renseignements  dans  Eitner,  Die  Nntzung  der  Knopper  (dans  Der 
Gerber,  Jahrg.  13.  p.  77,  91.   1887,  et  Jabrg.  15,  p.  277,   l88q). 

■-)  Schriften  der  Berl.  Ges.  Naturf.  Freunde,  Bd.  4,  p.  i.   1783. 

')  Gennar's  Zeitschr.  f.  Entomologie,  Bd.  2,  p.  187,   1840. 

*)  Die  Genera  der  Gallenbewohnendcn  Cynipiden.  Zwanzigster  Jahrcsber.  der  Real- 
schule.  Wien.   188 1. 

M.  W.  Bcijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  '4 
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pedunculata.  J'essayai  donc  de  faire  attaquer  les  bourgeons  de  ce  chêne  par  la  guèpe ; 
mais  ceci  n'eut  lieu  que  rarement,  et  évidemment  avec  la  plus  grande  répugnance. 
Jamais  d'ailleurs  il  'n'en  résulta  une  galle  quelconque.  Aussi  me  vis-je  conduit  de 
plus  en  plus  a  conclure  que  l'histoire  de  la  guépe  du  calicis  devait  renfermer  un 
épisode  complètement  inattendu.  Quand,  préparé  par  ces  réflexions,  j'étudiai  a  di- 
verses  reprises  les  stations  hoUandaises  du  Cyiiips  calicis,  je  fus  finalement  frappe 
du  fait  que  Ie  Ouercus  cerris,  qui  d'ailleurs  est  rare  dans  nos  plantations,  se  trou\e 
en  beaux  exemplaires  dans  ces  stations  mémes.  Se  pourrait-  il  que  ce  chêne  füt 
l'hóte  de  la  deuxième  génération?  Et  les  galles  du  calicis  ne  seraient-elles  si  fré- 
quentes  en  Autriche,  dans  la  Hongrie,  rEsclavonie,  la  Croatie,  etc,  que  parce  que  les 
forêts  y  renferment  Ie  Quercus  cerris,  tandis  qu'en  Allemagne,  oii  cette  essence  fait 
défaut,  Ie  Cynips  calicis  ne  se  rencontre  également  qu'a  l'état  tout  a  fait  sporadique, 
tout  comme  dans  les  Pays  Bas?  L'hypothèse  n'était  pas  fort  probable,  car  Ie  fait  de 
dépendre  de  deux  galles  est  pour  un  insecte  déja  un  indice  de  haute  complication 
biologique :  et  combien  cette  complication  devient  plus  forte  encore,  quand  ces 
deux  galles  sont  réparties  sur  deux  arbres  différents!  Cependant  cette  hypothese 
servit  de  point  de  départ  a  une  expérience,  et  les  résultats  en  démontrèrent 
l'exactitude.  Mais  avant  que  les  nombreuses  cultures  eussent  tranche  la  question, 
ce  qui  eut  lieu  en  mars,  avril  et  mai  des  années  1894,  95  et  96,  nombre  de 
circonstances  m'avaient  déja  si  fermement  con  vaincu  de  la  vérité  de  mon 
hypothese,  que  je  crus  a  la  possibilité  de  trouver  sur  et  sous  les  chênes  de 
Bourgogne  les  galles  desséchées  encore  inconnues  des  années  précédentes.  Je  me 
laissai  guider  par  la  réflexion,  que  la  galle  cherchée  devait  être  tres  petite,  et  ne  se 
rencontrerait  probablement  que  sur  les  étamines ;  car  seules  les  étamines,  me  semblait- 
il,  permettraient  une  croissance  et  une  maturation  aussi  rapides  que  Ie  reclame  la 
deuxième  génération  du  C.  calicis.  En  effet,  les  premiers  stades  de  développement 
de  la  galle  du  calicis  avaient  déja  été  trouvés  au  commencement  de  juin,  et  la  crois- 
sance de  cette  galle  est  lente.  Ces  diverses  suppositions  se  sont  montré  complètement 
exactes  après  de  nombreuses  variations  d'opinion,  provoquées  par  les  difficultés  des 
expériences  de  culture.  Je  trouvai  au  pied  des  chênes,  adhérentes  aux  restes  des- 
séchés  et  d'  aspect  assez  peu  attrayant  des  chatons  des  précédentes  années,  les  enve- 
loppes  des  galles  cherchées.  Ce  qui  me  facilita  Ie  travail,  c'est  qu'en  Hollande  ces 
arbres  ne  portent  plus  qu'une  seule  autre  galle.  C'est  ainsi  que  s'établit  mon  opinion 
que  la  guêpe  du  calicis  ne  profite  pas,  comme  Ie  dit  B  u  r  g  s  d  o  r  f  f ,  du  Ouercus 
pedunculata  pour  déposer  en  mai  ses  oeufs  dans  les  jeunes  glands,  mais  qu'elle 
choisit  a  eet  effet,  au  commencement  de  mars,  les  boutons  floraux  males  encore  com- 
plètement fermés  du  Ouercus  cerris  pour  mourrir  quelques  jours  après. 


3.   P  o  n  t  e  c  h  e  z  Ie  Cynips  calicis. 

.Mes  expériences  t'urcnt  faite.->  ,i  Delft.  Je  fis  usage  de  guêpcs  provenant  de  galles 
récoltées  en  janvier,  et  ouvertes  a  l'endroit  mênie  pour  emporter  les  galles  internes 
seules.  Quelques  centaines  de  ces  galles  furent  déposées  sur  du  papier  a  filtrer 
humide  dans  des  boites  de  \errc,  et  conscrvées  dans  la  ca\c  on  dans   Ie  jardin  sous 
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une  cuuche  de  neige.  La  guêpe  du  calicis  commenqa  a  sortir  de  la  gallc  \crs  la 
fin  de  février  et  au  début  de  mars ;  les  derniers  retardataires  iie  firent  leur 
apparition  que  dans  la  première  moitié  d'avril.  Il  a  été  d'uiie  grande  importaiice 
pour  mes  expériences  que  les  insectes  se  trouvèrent  a  ma  disposition  pendant  un  si 
long  laps  de  temps. 

J'avais  apporté  de  Rheden  des  branches  en  fleurs  de  Quercus  cerris;  on  ni'avait 
d'autre  part  obligeamment  envoyé  des  matériaux  du  jardin  bütanique  de  Leyde  et  de 
Hilversum,  et  j'avais  requ  de  robustes  branches  d'un  arboriculteur  de  Zwolle  ainsi 
que  des  promenades  publiques  de  Delft.  Tous  ces  matériaux  appartiennent  a  deux 
variétés  bien  caractérisées ') ;  cependant  la  guêpe  ne  fait  entre  elles  aucune  diftérence, 
et  la  deuxième  generation  se  déveluppe  sur  l'une  et  sur  l'autre  avec  des  propriétés 
identiques. 

Les  branches  l'urent  mises  dans  des  cuves  de  pierre  remplies  d'eau,  et  enxeloppées 
dans  de  la  mousseline  transparente  pour  recueillir  les  guêpes.  Les  cuves  se  trou- 
vaient,  les  unes  dans  une  chambre  non  chauffée,  les  autres  a  l'air  libre.  La  ponte  put 
être  observée  dans  nombre  de  cas  (fig  i,  PI.  I);  elle  n'a  lieu  que  sur  les  fleurs  males. 
Comme  les  bourgeons  chez  Ie  O.  cerris  sont  assez  petits,  les  animaux  qui  y  ont 
enfoncé  leur  tarière  ne  sont  que  tres  légèrement  fixés  au  bourgeon.  Il  est  donc 
difficile  de  les  tuer  en  même  temps  que  Ie  bourgeon,  sans  qu'ils  retirent  leur 
tarière.  Cependant  j'y  ai  réussi  a  diverses  reprises,  en  laissant  tomber  des  ratneaux 
prudemment  coupes  dans  l'éther.  L'alcool  laisse  toujours  a  la  guêpe  Ie  temps  de 
retirer  sa  tarière.  On  voit  fig.  i  l'image  d'une  guêpe  en  train  de  pondre  sur  un  bour- 
geon de  O.  cerris;  la  figure  a  été  faite  d'après  une  photographie. 

Les  guêpes  peuvent  être  longtemps  occupées  sur  un  même,  bourgeon  et  y  déposer 
beaucoup  d'oeufs;  ou  bien  elles  abandonnent  Ie  bourgeon  aprês  y  avoir  pondu  un  ou 
deux  oeufs.  Dans  Ie  premier  cas,  l'inflorescence  male  est  plus  ou  moins  complètement 
transformée  en  galles,  réunies  en  glomérule.  Quelquefois  on  trouve  jusque  lo  et  12 
galles  l'une  prés  de  l'autre  (fig.  7),  tandis  que  d'autre  part  on  peut  ne  rencontrer 
en  mai,  sur  une  inflorescence  entière,  qu'une  ou  deux  galles.  Les  autres  modifications 
que  l'on  observe  sur  les  inflorescences  oü  des  oeufs  ont  été  déposés  sont  de  peu 
d'importance.  Les  galles,  de  tres  petite  taille,  sont  entièrement  ou  du  moins  en 
majeure  partie  enfoncées  dans  Ie  périanthe;  et  il  est  souvent  difficile  de  les  trouver, 
même  a  leur  état  de  maturité  complete,  quand  elles  ne  sont  pas  réunies  en  groupe. 
Mais  il  est  bien  plus  difficile  encore  d'observer  de  jeunes  états  de  développement ;  et 
l'on  est  donc  obligé  de  déduire  l'embryogénie  de  cette  galle  des  processus  chez  des 
formes  parentes  plus  communes.  Il  faut  ranger  ici  surtout,  parmi  les  espèces  hollan- 
daises,   la  galle  de   l'Andricus  nudus  sur  Ie   Quercus  pedunculata  -). 

La  découverte  des  oeufs  du  calicis  presente  aussi  des  difficultés,  en  dépit  de  ce 
que,  dans  les  expériences  de  culture,  la  guêpe  montre  Ie  chemin.  En  eft'et,  Ie  plisse- 
ment  et  Ie  revêtement  pileux  des  feuilles  gênent  Tobservateur.  Heureusement  les 
chatons  males  se  trouvent  a  la  base  des  rameaux,  et  sont  donc,  dans  Ie  bourgeon, 
directement  recouverts  par  les  écailles.    On  peut  donc,  en  dissociant  un  bourgeon  oü 


')  La  forme  type  et  Ie  Q.  cerris  var.  austriaca:  voir  Dippcl.  I.;iiil)lu)l2kunde, 
Bd.  I,  pag.  95,   i88q. 

-)  C'est  a  coup  sür  la  gallc  staminalc  la  plus  commune  aux  environs  de  La  Haye 
et  de  Scheveningen.  plus  cnmmuiio  dans  tous  les  cas   que  V AnJriciis  pilosus. 
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des  oeufs  ont  été  déposts,  laisser  en  place  les  feuilles  internes;  et  j'ai  pu  réellement 
qnelquefois,  quand  une  guêpe  du  calicis  avait  quitte  son  bourgeon,  dccouvrir  les  oeufs 
frais  pondus  entre  les  étamines. 

L'endroit  occupé  par  les  oeufs  est  du  moins  a  tres  peu  prés  Ie  niême  que  chez 
Ie  Neuroterns  lenticularis.  L'oeuf  n'est  pas  déposc  dans  l'anthère  destinée  a  fournir 
la  galle,  mais  a  sa  surface;  et  Ie  long  pédicule  (Es  fig.  3)  traverse  plus  ou  moins 
fortuitement  Ie  périanthe  et  Ie  pédoncule  floral  dans  Ie  sens  transversal.  Cette  der- 
nière  circonstance  fait-que  souvent,  a  l'époque  du  complet  développement  de  la  galle, 
on  peut  trouver  avec  quelque  attention  des  traces  de  la  blessure,  sous  forme  d'une 
cicatrice  subérifiée  sur  l'axe  du  chaton;  ou  bien  eet  axe  est,  par  suite  de  la  lésion, 
un  peu  renflé  ou  recourbé;  ou  enfin,  il  n'y  a  pas  de  cicatrice  du  tout. 

Comme  il  a  été  dit  plus  haut,  Ie  corps  de  l'oeuf  ne  fait  que  se  trouver  en  contact 
avec  l'anthère  destinée  a  donner  la  galle.  J'ai  il  est  vrai  observé  dans  un  cas  déter- 
miné  que  l'anthère  elle-même  était  traversée  par  Ie  pédicule  de  l'oeuf;  mais  je  me 
suis  assuré  que  la  blessure  qui  en  résulte  n'est  pour  rien  dans  la  production  de 
Ia  galle.  Aussi  est-il  donc  certain  dans  ce  cas  que  l'enveloppement  de  l'embryon  par 
les  tissus  méristématiques  de  la  galle  se  fait  de  la  même  maniere  que  chez  les  autres 
galles  de  Cynipides,  et  que  les  substances  cécidiogènes  ne  peuvent  donc  provenir  que 
de  l'embryon   lui-même. 

Les  étamines  sont  déja  tres  complètement  développées  en  mars,  c'est  a  dire  a 
l'époque  de  ia  ponte,  et  l'on  ne  peut  donc  s'étonner  que  la  galle  müre  laisse  encore 
observer  tres  distinctement  la  moitié  de  l'anthère  non  intéressée  dans  Ia  production 
de  cette  galle  {ant'  fig.  9).  Cette  portion  se  voit  sous  forme  d'une  dépression  laterale 
au-dessous  du  somniet.  Je  ne  saurais  d'ailleurs  en  dire  davantage  a  présent  de  l'em- 
bryogénie  de  cette  galle  si  petite  et  peu  apparente  et  je  dois  passer  a  son  examen  a 
I'état  de  maturité.  Mais  auparavant,  je  dois  dire  quelques  mots  sur  l'histoire  de  mon 
étude. 

Je  croyais  devoir  conclure  de  mes  expériences  instituées  en  1895,  que  des  bour- 
geons  végétatifs  peuvent  être  également  employés  par  Ie  Cynips  calicis  pour  y  déposer 
ses  oeufs,  et  qu'il  en  résultait  une  galle,  que  dans  ma  note- préliminaire  j'ai  nommée 
Cynips  cerri  geinmae,  mais  que  j'ai  reconnue  plus  tard  pour  celle  de  l'Andricus  circii- 
lans.  En  commen<;ant  mes  expériences,  en  1896,  je  croyais  encore  a  cette  hypothese. 
Jamais,  il  est  vrai,  je  n'avais  pu  démontrer  dans  les  bourgeons  végétatifs  Ia  présence 
d'oeufs  du  calicis,  ce  qui  était  possible  au  contraire  dans  les  chatons  males.  Je 
croyais  toutefois  pouvoir  attribuer  ce  fait  a  Ia  grande  difficulté  de  pareille  recherche. 
Je  ne  m'étais  pas  encore  aper^u  que  Ie  Cynips  calicis  ne  choisit  qu'exclusivement 
des  boutons  floraux  du  Qiiercus  cerrls.  Heureusement,  j'avais  marqué  au  cours  du 
printemps  de  cette  année  tous  les  bourgeons  renfermant  des  oeufs,  et  je  découvris  en 
mai  que  Ia  galle  du  circulans  m'avait  tout  simplement  trompé  par  sa  présence  uni- 
verselle,  et  Ie  développait  tout  aussi  bien  sur  les  bourgeons  marqués  et  renferment 
des  oeufs  que  sur  les  bourgeons  non  marqués').  La  galle  en  question  n'avait  donc 
rien  a  faire  avec  Ie  Cynips  calicis.  Quant  a  Ia  galle  du  cerri,  qui  est  bien  plus 
difïicile    a    cultiver,   elle    ne    prit    uiiiquement    naissance    que    sur    les    bourgeons    oü 


')  Je  puis  actiiellenient  (février  1807)   confirnicr  pour  la  seconde  fois  1'oliservation 
ici  notée. 
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avaient  cté  déposés  des  oeufs  du  calicis  d'après  mes  observatioiis  directes.  On 
s'imagine  aiscment  coinbien  pareilles  recherches  sont  délicates  et  fatigantes,  quand 
on  songe  que  les  filets  de  gaze  ne  peuvent  demeurer  sur  les  rameaux  de  Q.  cerris 
que   pendant   la   durée   d'une   "bservatioii. 


4.  Descriptie  11   de   la   galle   de   l'A  n  d  r  i  c  u  s   c  e  r  r  i  '). 

Comme  je  l'ai  dit  plus  haut,  je  connais  depuis  plusieurs  annces  la  galle  du  cerri 
OU  tout  au  moins  sa  capsule  sèche.  Ce  n'est  toutefois  que  dans  Ie  printemps  de  1896 
que  j'ai  été  capable  d'observer  directement  la  formation  de  la  galle  dans  mes  cul- 
tures au  laboratoire.  Mes  recherches  avaient  üté  entreprises  dans  une  chambre  non 
chauffée.  Je  pus,  Ie  2  mai  1896,  prendre  une  photographie  des  chatons  en  train  de 
s'ouvrir,  sur  les  étamines  desquels  s'étaient  forniées  sous  mes  yeux  quelques  galles  du 
cerri.    (PI.  II,  fig.   13). 

Les  étamines  étaient  encore  complétement  incluses  dans  Ie  périanthe,  et  au-dessus 
de  ce  dernier  faisait  saillie  la  galle.  Mais  eet  état  de  choses  ne  dure  pas,  et  a  l'état 
de  maturité  complete,  les  galles,  brunes  et  minuscules,  sont  souvent  enfouies  plus 
OU  moins  profondément  dans  Ie  périanthe  sous  la  forme  de  petites  éminences  coni- 
ques ;  et  leur  sommet  peut  même  ne  pas  atteindre  Ie  sommet  des  étamines.  Je  dois 
faire  remarquer  pour  cette  raison  que  la  figure  7,  PI.  I,  qui  représente  notre  galle, 
et  de  même  la  fig.  9,  oü  l'on  voit  la  galle  grossie,  ont  été  dessinées  d'après  des 
matériaux  non  encore  arrivés  a  maturité  complete.  La  forme  et  la  position  sont 
toutefois  tres  exactement  représentées. 

J'ai  trouvé,  en  liberté,  des  galles  du  cerri  complètement  nu'ires  vers  Ie  12  mai 
1894.  Dans  Ie  cours  d'années  antérieures,  quand  je  ne  connaissais  pas  encore  la 
galle  vivante,  mais  bien  déja  Ia  guêpe  A>idricus  cerri,  j'observai  Ia  ponte  entre  Ie  15 
^t  Ie  25  mai.  Dans  Ie  printemps  tres  froid  de  1896,  la  galle  était  müre  vers  Ia  mi- 
mai,  mais  la  guêpe  y  est  restée  jusque  vers  Ie  25  mai.  Le  début  de  la  deuxième 
nioitié  de  mai  doit  donc  être  considéré  comme  l'époque  de  Ia  maturité. 

La  galle  du  cerri  appartient  aux  galles  de  Cynipides  les  plus  petites  que  l'on 
connaisse  jusqu'a  présent.  Celle  de  l'Avdn'cus  sclilechtendali  seule  est  plus  petite 
encore.  Notre  galle  atteint  une  longuer  de  i^  a  2  mm.  et  environ  i  mm.  dépaisseur. 
Comme  il  a  été  dit  plus  haut,  elle  se  caractérise  par  ce  que  l'on  voit  en  dessous  du 
sommet  la  moitié  de  l'anthère  non  employee  a  la  formation  de  Ia  galle,  moitié  qui  ne 
peut  naturellement  se  distinguer  qu'n  Ia  loupe  et  montre  nettement  la  dépression 
destinée  a  la  déhiscence.  On  n'y  trouve  pas  de  grains  de  pollen  bien  dévéloppcs. 
Dans  mes  figures  7  et  9,  PI.  I,  ce  rudiment  de  l'anthère  est  représenté  en  teinte  plus 
foncée  qu'il  ne  lui  revient  en  réalité,  mais  l'image  en  est  d'ailleurs  fidele  -).  L'autre 
moitié  de  l'anthère  a  servi  plus  ou  moins  complètement  a  former  la  galle.    On  peut 


')   Nommée  Cyiiips  cerri  staminum  dans  ma  note  préliminaire. 

-)  La  même  chosc  s'observe  chez  les  galles  du  nudus  et  du  pilosus;  on  y  trouve 
■également  sur  Ie  chóté,  en  |dessous  du  sommet  de  la  galle,  le  vestige  d'une  moitié 
d'anthère.  L'étendue  du  groupe  cellulaire  influencé  par  l'oeuf  de  Cynipide  doit  donc 
■être  a  peu  prés  idcnticiue.    dans    tous    ces  cas.  malgré    la  grande  ditfén'nco   de  ces  ex- 
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toutefois  la  reconnaitre  encore  distinctement  dans  bien  des  galles  du  cerri,  oü  on 
la  voit  symctriquement  située  relativement  a  la  moitié  rudimentaire.  Une  étude 
attentive  montre  que  Ie  pédicule  de  l'oeuf  du  calicis  est  souvent  visible  a  rextrémité 
de  la  galle,  entre  les  deux  anthères,  c"est-a-dire  a  Tendroit  même  oü  doit  apparaitre 
l'orifice,  ou  Ie  point  oü  s'est  enfin  ferme  Ie  méristème  cécidiogène  en  enveloppant 
Tembryon  animal.  Les  deux  anthères  convergent  fortement  vers  Ie  sommet  de  la 
galle,  et  Ie  connectif  ne  peut  donc  avoir  contribué  que  fort  peu  a  son  sommet  a  la 
formationdel'excroissance.  On  peut,  en  effet,  reconnaitre  nettement  que  seule  la  moitié 
inférieure  de  ce  connectif,  ainsi  que  les  couches  voisines  des  loges,  sont  intéressées 
dans  la  cécidiogénèse.  Bien  que  les  anthères  du  Quercus  cerris  soient  portées  par 
des  filets,  et  que  les  galles  au  contraire  soient  apédiculées,  on  ne  peut  dire  que  les  filets 
contribuent  a  la  formation  de  la  galle  du  cerri,  parce  que,  a  l'époque  oü  commence 
Ie  développement  de  la  galle,  les  filets  ne  sont  pas  encore  formés. 

Les  galles  sont  insérées  généralement  deux  par  deux,  et  avec  une  large  base,  sur 
Ie  réceptacle,  enveloppées  du  périanthe.  Les  autres  étamines  de  la  fleur  sont  nor- 
males  et  laissent  échapper  leur  pollen  a  l'époque  ordinaire,  c'est-a-dire  a  peu  prés 
au  moment  mème  oü  la  g^êpe  du  cerri  prend  sa  volée,  ou  bien  un  peu  plus  töt.  Le 
Quercus  pedunculata  a  dépassé  alors  sa  période  de  floraison,  et  commence  précisément 
a  développer  ses  fruits. 

La  galle  du  cerri  müre  et  sèche  se  compose  d'une  paroi  mince  comme  le  papier, 
tres  fragile  et  delicate,  d'une  belle  teinte  brune,  comparable  plutót  a  une  petite  coque, 
verte  aussi  longtemps  que  la  galle  est  encore  vivante,  brune  et  luisante  plus  tard.  Les 
cellules  de  cette  coque  sont  parenchymateuses  et  a  parois  épaisses.  Les  tissus 
nourriciers  et  les  tissus  a  amidon  ont  a  peu  prés  la  même  structure  que  chez  la  galle 
du   taschenbergi,   mais   disparaissent    déja    en    avril. 

L'axe  floral  et  le  périanthe  sont,  comme  nous  l'avons  vu,  souvent  perforés  par 
la  guêpe  du  calicis,  lors  de  la  ponte.  Ceci  a  lieu  a  une  époque  oü  ces  parties  sont 
déja  tres  développées  et  complètement  dififérenciées  intérieurement.  Il  fallait  donc 
attendre  que  parfois  ces  blessures  devraient  être  visibles  encore  a  cóté  des  galles 
müres.  Ceci  s'applique  surtout  a  l'axe  floral,  qui  non  seulement  présente  de  petites 
cicatrices  subérifiées  aux  endroits  oü  il  y  a  des  galles,  mais  qui  y  est  en  outre  plus 
ou  moins  renflé.  Il  peut  en  résulter  que  les  chatons  portant  un  grand  nombre  de 
galles  soient  plus  ou  moins  rudimentaires,  et  demeurent  tres  courts.  Aussi,  quand  je 
ne  connaissais  pas  encore  pour  l'avoir  vue  la  galle  de  VAndicus  bttrgundus,  croyais- 
je  sur  la  foi  des  descriptions  existantes  qu'elle  pourrait  bien  être  identique  a  celle 
du  cerri.  Mais  un  coup  d'oeil  jeté  sur  la  fig.  7,  PI.  III.  représentant  une  branche  de 
Quercus  cerris,  provenant  de  M.  Wachtl  ,  et  portant  des  galles  de  VAndricus  hur- 
gundus  G  i  r  a  u  d  ,  montrera  nettement  que  cette  hypothese  n'est  pas  fondée  •). 


croissances.  Chez  Ie  schlcchtendali.  c'est  le  connectif  qui  s'est  transformé  en  galle, 
laquelle  porte  donc  sur  ses  deux  faces  les  anthères.  restées  steriles  mais  en  apparence 
normales. 

')  L'incertitude  adhérente  a  la  description  de  la  galle  de  VAndricus  burgundus  par 
M.  M  a  y  r    (Eichengallen,  Erste  Halfte,  p.  31.  1870)    a  été  dissipée  par  M.  Wachtl, 
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5-  La  guêpe  lie  l'A  ndricus  cerri. 

La  guêpe  du  cerri  (figs.  2  et  8,  PI.  lllj  se  distingue  difticilement,  d'après  les 
descriptions  existantes,  de  VAndricus  burgundus  G  i  r  a  u  d.  Lorsque  j'appris  a  con- 
iiaitre  l'animal  d'après  des  individus  pris  a  l'époque  de  la  ponte,  j'établis  Ia  dctcr- 
mination  précédente,  et  M.  M  a  y  r  a  Vienne  confirma  l'étroite  parentc  avec  cette 
espèce.  La  guêpe  ressemble  a  beaucoup  d'autres  points  de  vue  a  la  guêpe  du  eircu- 
lans  (figs.  3  et  4,  PI.  III).  Cependant  uiie  etude  approfondie  m'a  montré  qu'elle  se 
distingue  en  réalité  de  ces  deux  espèces  et  n'a  jamais  été  décrite  jusqu'ici. 

Elle  appartient  au  genre  Andricus,  lequel  ne  se  distingue  du  genre  Cynips  que 
par  l'absence  de  poils.    Il  y  a  donc  parentê  étroite  entre  ces  deux  genres. 

On  s"apercoit,  quand  on  élève  la  guêpe  d"un  grand  nombre  de  galles,  qu'il  y  a  des 
males  et  des  femelles,  et  qu'au  dêbut  de  la  période  de  sortie  de  la  galle,  les  niales 
sont  en  grande  majorité.  C'est  donc  Ie  même  phénomène  que  chez  les  plantes  on 
nomme  protérandrie.  Mais  ici,  chez  les  guêpes  qui  tclosent  plus  tardivement  on 
observe  encore  Ie  même  fait.  C'est  ainsi  qu'un  dénombrement  me  donna,  pour  93 
niales,  25  femelles. 

h.' Andricus  cerri  est  un  animal  extrêmement  petit  et  tres  délicat.  La  chaleur  de 
la  main  sufisait  a  Ie  tuer  au  moment  de  la  ponte.  La  longueur  du  corps  est  e.xacte- 
ment  de  l  K-  mm.;  les  males  mesurent  au  repos,  de  l'extrémité  de  l'antenne  a  celle  de 
l'aile  4)4  mm;  les  femelles  un  peu  moins ').  Cependant  les  deux  sexes  sont  rapides 
au  vol,  et  surtout  Ie  male  est,  pour  une  Cynipide,  tres  vif.  La  copulation  a  lieu 
aussitót  après  la  sortie  de  la  galle,  et  s'observa  tres  souvent  dans  mes  boites  de  verre. 

La  guêpe  du  cerri  ressemble  si  fort  a  VAndricus  burgundus  que  la  description 
des  caractères  de  ce  dernier  s'applique  littéralement  a  la  première.  Il  me  semble 
donc  dêsirable  de  faire  suivre  ici  la  diagnose  orginale  de  G  i  r  a  u  d.  Il  dit-):  iA. 
burgundus  n.s.«.  Niger  vix  pubescens;  antennis  fuscis,  basi  pallidioribus ;  ore  pedi- 
busque  fulvo-testaceis,  coxis  posticis  vel  omnibus,  nigris  ;  capite  thoraceque  coriaceis, 
opacis.  Ant  cT  14,  q  13  art,  Long  iK  mm.  Var.  Antennis  fulvo-testaceis  apice 
cbscuro. 

Tête  et  thorax  finement  coriacés,  opaques  et  presque  nus,  les  flanc  aciculés. 
Ecusson  proéminent  en  arriêre,  ruguleux,  avec  deux  tres  petites  fossettes  a  ia  base. 
Antennes  de  la  fenielle  brunes,  plus  ou  moins  roussatres  a  la  base,  surtout  en  dessous. 
Abdomen  luisant,  faiblement  comprimé  sur  les  cótés,  de  la  largeur  du  thorax ;  son 
premier  segment  formant  environ  '/j  de  sa  longueur.  Pattes  d'un  testacé  un  peu  fauve 
ou  roussatre,  selon  les  individus  avec  les  hanches  postérieures  et  une  partie  variable 


qui  étudia  a  nouveau  les  types  originaux  conservés  a  Paris  {Abh.  Zool.  Bot.  Cesellsch., 
Wien,  1880,  p.  544).  D'après  eet  auteur,  M.  Giraud  s'est  donc  certainemcnt  trompé 
quand  il  a  envoyé  a  M.  Mayr,  sous  Ie  nom  A' Andricus  burgundus.  el  pour  les  figurer 
dans  les  •Eichengallen»,  des  galles  de  VAndricus  circulans.  Le  fait  que  même  l'auteur 
qui  découvrit  la  guêpe  a  pu  se  tromper  montre  combien  la  distinction  des  tormes  dans 
ce  groupe  est  difficile. 

')  On  donne  pour  le  Neuroterus  schlechtendali  0,9  —  1,2  mm.  de  longueur:  mals  je 
trouvai  des  individus  encore  plus  petits. 

-)  Signalements  de  quelques  espèces  nouvelles  de  Cynipides  et  de  leurs  galles. 
Abhandl.  d.  Zool.  Bot.  Ges.  in  IVien,  Bd.  9.  p.  359,   1859. 
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des  antérieures,  iioires.  Ailes  transparentes,  leurs  iiervures  et  IVcaille  rousse;  la 
cellule  radiale  étroite,  soiigue,  Taréole  tres  petite. 

Dans  la  variuté  les  antennes  sont  d'un  testacé  fau\e,  avec  les  derniers  articles  un 
peu  obscurs.  Les  pattes  sont  aussi  plus  claires  et  les  hanches  aiittrieures  sans 
mélange  de  noir  '). 

Le  male  se  distingue  par  la  petitesse  de  snn  abdomen  et  par  ses  antennes  qui 
sont  un  peu  plus  longues,  d'égale  épaisseur  partout,  submoniliformes ;  leur  troisième 
article  est  un  peu  aminci  h  la  base,  ce  qui  le  fait  paraitre  comme  échancré.  La 
couleur  de  ces  organes   est  ordinairement   comme   dans   la   variété«  -). 

La  description  de  la  galle  est  donnée  dans  les  termes  suivants: 

»Les  galles  de  cette  espèce  se  trouvent,  au  printemps,  sur  Otierciis  cerris,  connu 
aussi  sous  le  nom  vulgaire  de  chêne  de  Bourgogne,  mais  elles  sont  tres  rares.  Elles 
sont  quelquefois  réunies  au  nombre  de  lo — 15  sur  un  bourgeon  dont  il  ne  reste  plus 
que  quelques  écailles.  Chaque  galle  consiste  en  une  petite  coque  dure,  de  couleur 
rousse  claire,  de  forme  ovoïde  tantót  un  peu  allongée  tantöt  plus  courte,  a  peu  prés 
du  volume  d'un  grain  de  millet.  Dans  quelques  cas  j'ai  observé  une  seule  galle  siégeant 
a  la  base  du  pédoncule  des  fleurs.  11  me  parait  que  les  étamines  sont  le  siège  primitif 
de  cette  espèce,  et  la  réunion  d'un  grand  nombre  de  galles  en  un  seul  point  me 
semble  provenir  de  la  transformation  de  ces  organes  a  une  époque  oü  ils  étaient 
encore  renfermés  dans  le  bourgeon.  La  sortie  de  l'insecte  a  lieu  de  bonne  heure;  le 
16  mai,  j'ai  observé  plusieurs  galles  déja  abandonnées ;  celles  qui  étaient  encore 
entières  m'ont  fourni.  les  jours  suivants,  25  individus  parmi  lesquells  il  ne  se  trou- 
vait  que  deux  males.« 

le  dois  a  M.  le  professeur  W  a  c  h  t  1  d'avoir  pu  examiner  2  individus  males  et 
2  femelles  de  la  guêpe  du  burgundus,  pris  prés  de  Mariabrunii,  ainsi  que  leurs  galles. 
On  voit,  a  ce  qu'il  me  semble,  distinctement  que  ce  sont  les  chatons  males  qui  por- 
tent les  galles  (fig.  7,  PI.  ITT).  Mais  celles-ci  sont  si  serrées  les  unes  contre  les 
autres,  l'axe  est  reste  si  court,  que  l'on  ne  voit  plus  rien  des  fleurs  libres.  Chez  une 
galle  du  ccrri  l'agglomération  est,  il  est  vrai,  souvent  tont  aussi  forte  (partie  supé- 
rieure de  Y  fis-  O.  I'l-  I).  mais  il  en  résulte  cependant  une  autre  image  que  dans  le 
cas  du  burgundus,  parce  que  la  galle  du  cerri  est  plus  petite.  Dans  d'autres  cas, 
tres  probablement  les  plus  nombreux,  les  galles  du  cerri  sont  bien  moins  serrées,  ce 
qu'on  voit  figuré  dans  la  partie  inférieure  du  chafon  de  la  fig.  7.  PI.  I.  Alors  la 
ressemblance  avec  le  burgundus  fait  complètement  defaut. 

Mais  il  y  a  quelque  chose  de  bien  plus  important  que  la  dittérence  des  galles 
entre  elles;  c'est  la  différence  de  forme  des  oeufs  de  V A)idricus  cerri  et  de  VAndricits 
burgundus.  L'étude  au  microscope  a  montré  en  effet  que  cliez  la  première  guêpe  la 
forme  de  l'oeuf  (fig.  4,  PI.  I)  est  la  normale,  c'est-a-dire  que  le  pédicule  est  inséré 


')  J'ai  rléja  dit  plus  liaiit  (in'il  lU'  faut  pas  attaclu-r  troj)  urandc  valenr  a  la  de- 
scription dos  coulcurs  <le  ces  objcts  si  menus.  lin  effet,  la  tcintc  s'éclaircit  a  la  dcssicca- 
tion.  Dans  l'alcool,  la  décoloration  est  encore  plus  prononcée,  de  telle  sorte  que  les 
Kuêpcs  du  calicis  y  flevicnnent  jauiu-s  nu  hout  <le  (iiicbnu-s  années.  la  ncrvation  dis 
ailes  étant   entièremcnt  incolore. 

'-)  On  consultcra,  pour  la  <liaj;tiosc  la  plus  récente  de  cotti'  suêpe:  M  a  y  r .  Die 
Artcn  der  jiallenerzeuKonden  enropaisclun  Cynipiden.  pan.  17,  .Sip.  al)dr.  du  jo"'' 
Jahresber.  d.  Oberrealschule  iii  IVieii.   V'ienne,    llölder.   i88j. 
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au  póle  de  1'oeuf,  dans  Ie  prolotigement  de  celui-ci,  par  conséquent  de  la  niême  maniere 
que  chez  ia  fornie  mère  Cy>il[<s  calicis  (fig.  3,  PI.  I).  \'oici  au  contraire  l'état  des 
choses  chez  la  guêpe  du  Inirgundus,  recueillie  par  M.  W  a  c  h  t  1.  L'oeuf  possède 
une  fornie  extactement  intermediaire  entre  celle  de  VA.  cerri  et  de  VA.  circulans, 
représantée  aux  figs.  5  et  6.  PI.  I.  ür,  l'oeuf  du  circulans  est  caractérisé  par  ce  que 
Ie  pédicule  n'est  pas  insérc  au  póle,  mais  latéralement,  au-dessous  du  sommet  de 
l'oeuf.  Ce  pédicule  forme  a  peu  prés  un  angle  droit  avec  l'axe  longitudinal  de  ce 
dernier.  Ouand  je  dis  que  l'oeuf  du  burgundus  présente  une  fornie  intermediaire 
entre  les  oeufs  du  cerri  et  du  circulans,  je  veux  donc  faire  entendre  que  chez  Ie  bur- 
gundus Ie  pédicule  n'est  pas,  il  est  vrai,  inséré  au  póle  de  l'oeuf,  mais  fait  avec 
celui-ci  un  angle  plus  petit  que  90"  et  pas  tres  éloigné  de  45"  ').  Les  parties  chiti- 
neuses  de  la  tarière  de  VA.  burgundus  sont.  pour  ainsi  dire,  aussi  de  leur  cóté,  des 
formes  de  transition  entre  les  parties  analogues  chez  VA.  cerri  (fig.  4)  et  1'^^.  circu- 
lans  (fig.   5). 

A  cette  difïérence  vient  encore  s'ajouter  Ie  fait  que  ma  guêpe  du  cerri  possède 
dans  les  deux  sexes  des  antennes  et  des  pattes  de  teinte  bien  plus  claire  (presque 
jaunes)  que  VAudricus  burgundus.  et  que  de  plus  les  diniensions  sont  net- 
tement  plus  faibles  chez  Ie  cerri  que  chez  les  e-xemplaires  de  burgundus  dont  je  dis- 
posais.  On  peut  donc  conclure  avec  pleine  certitude  que  les  deux  formes  sont  différen- 
les,  même  sans  parenté  étroite  Tune  avec  l'autre.  Au  contraire,  il  y  a  concordance 
tres  complete  entre  les  Andricus  cerri  et  A.  nudus  A  d  1  e  r;  mais  nialheureusement,  ce 
point  a  frappe  nion  attention  trop  tardivement  pour  l'apprécier  ici  a  sa  juste  valeur. 

Avant  de  passer  a  la  description  de  la  ponte  chez  V Andricus  cerri,  je  crois 
utile  de   rapporter   ici   nies  observations  sur  V.-indricus  circulans. 


6.  L  a  g  a  1  1  e  d  u  c  i  r  c  u  1  a  n  s . 

J'ai,  dans  ma  notice  préliminaire,  cru  devoir  établir  un  rapport  entre  la  galle  du 
circulans  et  Ie  Cynips  calicis,  et  j'ai  désigné  la  guêpe  qui  en  sort  sous  Ie  noni 
de  Cynips  cerri  gemmae.  Mais  des  recherches  suivies  m'ont  montré  que  l'on  se 
Irouve  ici  en  présence  d'une  espèce  particuliere,  qui  n'a  rien  de  commun  avec  la 
guêpe  des  galles  du  cerri.  Cependant  Thypothèse  reconnue  inexacte  a  eu  eet  avantage 
de  conduire  a  un  étude  approfondie  de  la  galle  du  circulans.  11  rie  me  senible  clonc 
pas  superflu  de  décrire  brièvement  cette   dernière. 

L'explication  fausse  que  je  donnais,  en  adniettant  des  relations  entre  Ic  circulans 
et  Ie  calicis,  servira  en  niènie  temps  d'exemple  des  sources  d'erreurs  auxquelies  on 
est  exposé  dans  les  expériences  sur  riiétérogénèse. 

l'avais  tres  souvent  exaniiné,  dans  les  années  précédentes,  si  les  exemplaires  du 
QuerCHS   cerris    portaient    des    galles,   et    jamais    je    n'en    avais    trouvé    quclquc    tracé. 


')  La  fornie  étrange  des  reufs  de  VA.  circulans  et  de  VA.  burgundus  est  ici  décrite 
pour  la  première  fois.  II  est  incontestable  qu'ellc  fournit  un  nouveau  caractère  impor- 
tant  :n\   pc  lint   (k-   vuc   de   la   systématique   des   Cynipidcs. 
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Comme  cette  essence  n'est  pas  indigène  dans  les  Pays-Bas  et  ne  se  rencontre  qu' 
assez  rarement  dans  les  plantations,  ce  fait  se  trouvait  d'accord  avec  ce  que  je 
croyais  pouvoir  attendre,  et  je  pensai  pouvoir  conclure  a  l'absence  complete  chez  nous 
■de  la  j;alle  de  l'Andricus  circulans,  galle  réputée  jusqu'ici  tout  a  fait  rare.  Je  fis  alors 
la  coiinaissance  de  la  galle  de  l'Andricus  cerri  et  je  crus  devoir  la  considcrer  comme 
l'unique  galle  indigène  sur  eet  arbre.  Mais  quand  je  commem;ai  mes  expériences  de 
culture  avec  Ie  Cynips  calicis,  je  trouvai,  en  mai,  une  galle  dans  chacun  de  mes 
filets  de  gaze,  oü  j'avais  enfermé  en  méme  temps  une  branche  de  O.  ccrris  et  la 
guêpe  que  j'étugiais.  Je  me  trouvais  ainsi  conduit  a  croire  que  la  galle  était  Ie 
résultat  de  mon  expérience;  je  la  considérai  au  début  comme  nouvelle,  et  je  l'appelai 
Cynips  cerri  gei>n>iae.  Je  n'appris  que  plus  tard  qu'elle  ctait  identique  a  l' Andriciis 
circulans   M  a  y  r. 

Si  les  exemplaires  de  Q.  cerris  dont  provenaient  la  plupart  des  ranieaux  employés 
pour  mes  cultures  s'étaient  trouvt-s  dans  mon  voisinage,  je  me  serais  problement  déja 
aper(;u  plus  tot  que  les  galles  du  circulans  y  sont  partout  présentes,  et  non  seulement 
sur  les  Q.  cerris  des  stations  du  calicis  ou  dans  mes  filets  de  gaze.  Mais  j'avais  dans 
Ie  cours  des  premières  années  pris  mes  niatcriaux  en  des  endroits  éloignés,  et  je  ne 
m.'attendais  ludlement  a  avoir  pris  en  méme  temps  que  les  rameaux  de  O.  cerris  une 
si  étonnante  quantité  de  bourgeons  renferment  des  jeunes  galles  de  l'Andricus 
circulans  '). 

Quoique  je  comiusse  déja  complètement  Ie  développement  de  la  galle  du  calicis 
sous  l'influence  de  \'A)idricus  cerri,  j'étais  si  complètement  persuailé  de  la  formation 
du  circulans  a  la  suite  de  la  présence  d'oeufs  du  calicis,  que  je  me  crus  obligé 
d'admettre  un  dimorphisme  de  la  deuxième  génération  du  Cynips  calicis;  et  je 
m'aperc^us  seulement  de  mon  erreur  en  étudiant  la  ponte  de  la  guépe  du  circulans.  Il 
fut  établi  tout  d'abord  qu'elle  ne  se  laissait  pas  forcer  a  déposer  ses  oeufs  dans  de 
jeunes  glands  de  Quercus  pedunculata;  mais  ce  résultat  négatif  ne  suffisait  pas  a 
me  renseigner.  Après  bien  des  essais  infructueu.x  je  trouvai  enfin  que  Y Andricus 
circulans  dépose  ses  oeufs,  au  cours  de  la  première  moitié  de  mai,  dans  les  jeunes 
bourgeons  végétatifs  axillaires  du  Quercus  cerris.  et  que  son  cycle  de  développement 
tout  entier  est  donc  parcouru  sur  eet  arbre  seul.  Comme  vers  la  mi-mai  les  tleurs 
males  pour  l'année  suivante  ne  sont  pas  eneore  ébauchées,  l'idée  que  la  guépe  du  cerri 
put  être  Ie  produit  des  oeufs  du  circulans  était  complètement  exclue.  Cette  obser- 
vation  me  mit  sur  la  voie  réelle.  Tous  les  rameaux  que  j'avais  employés  dans  mes 
e.xpériences  avaient  déja  dü  renfermer,  dans  beaucoup  de  bourgeons,  les  germes  des 
galles  du  circulans.  Cette  guêpe  devait  donc  être  actuellement  dans  les  Pays-Bas 
une  espècc  gallicole  tres  généralement  répandue  sur  les  chênes  de  Bourgogne.  Tout 
ceci  me  fut  confirmé  quand  je  me  fis  envoyer  de  nouveau  de  grosses  branches  des 
arbres  déja  employés,  de  Leyde  et  de  Zwolle,  lesquels  croissent  a  grande  distance  des 
stations  du  calicis,  et  sur  lesquels  je  pus  aussitót   faire  ample   récolte  de  galles   du 


')  Les  galk-s  <lc>  VAndricus  circuhins  se  trouvvnt  aussi  hicn  sur  les  Quercus  cerris 
des  plantations  de  Delft,  Que  dans  Ic  Jardiii  botaniquc  de  l'Université  de  Leyde,  mais, 
dans  ces  deux  loealités,  cxclusivcmcnt  dans  la  couronnc  d'arbres  de  grande  taille. 
A  Rhedcn,  au  contraire,  les  galles  sont  portées  par  les  branches  basses  et  facilement 
accessibles;  et  c'était  précisemcnt  d'ici  que  j'avais  emportc  la  plus  grande  partie  des 
branches  avant  servi   a  mes  recherches. 
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circulans.  Ces  dernières  furent  Ogalement  trouvées  plus  tan!  aiix  somniets  des  grands 
arbres  de  O.  cerris,  dans  les  plantations  de  Delft. 

\'oila  coninu-nt  renii,Miie  de  la  trimorphie  fut  rayée  de  la  liste  de  mes  recherches, 
en  se  montrant  n'être  qu'une  simple  observation  insuffisante ;  et  il  me  semble  presque 
incroyable  a  présent  que  j'aie  pu  méme  un  seul  moment  établir  quelque  rapport  entre 
Ie  Cynips  calicis  et  une  guêpe  si  différente.  La  methode  comparative  aurait  dii  dans 
ce  cas  me  montrer  aussitót  l'inexactitude  de  l'expérience,  niais  on  court,  en  ex- 
périmentant,  souvent  Ie  danger  de  donner  a  une  expérience  faite  avec  peine  une 
force  démonstrative  plus  grande  qu'il  ne  lui  revient  en  réalite,  et  en  com|)araison  des 
ri  sultats  obtenus  par  la  patiënte  observation  directe  des  phénomènes  naturels,  sans  la 
moindre  expérience.  Le  jugement  personnel  est  donc  faussé.  Les  nombreux  travaux 
actuels  qui  s'occupent  du  »mécanisme  du  développement«  donnent  une  foule  d'autres 
exemples  de  cette  circonstance,  prouvant  que  les  fondateurs  anthousiastes  de  cette 
»science  nouvelIe«  n'ont  nullement  remplacé  les  methodes  anciennes  par  de  meilleures. 
Mais  revenons  a  notre  sujet. 

La  galle  du  circulans  peut  affecter  deux  formes  différentes,  suivant  qu'elle  prend 
naissance  sur  des  bourgeons  dormants  (PI.  L  fig-  7  a.  PI.  IT,  fig.  12)  ou  sur  des 
bourgeons  destinés  a  s'cmvrir  (fig.  7  j3,  fig.  8).  Un  observe  dans  le  premier  cas 
l'image  typique  de  la  galle  du  circulans  d'après  la  description  de  M  a  y  r.  Dafls  le 
deuxième  cas  il  se  forme  une  galle  semblable  a  celle  représentée  par  W  a  c  h  1 1  pour 
VAndricus  cryptobius  ^). 

Si  Ton  dissèque  un  bourgeon  couvert  de  galles  de  circulans  au  cours  de  la  période 
de  croissance,  et  qu'on  étudie  les  parties  constituantes  du  bourgeon  que  l'on  observe 
a  cóté  des  galles,  on  s'aperqoit  que  des  influences  tres  énergiques  (jnt  vté  actives 
méme  en  dehors  de  Ia  sphère  cécidiogène.  L'ne  seule  galle  n'en  montre  pas  beaucoup 
(le  traces,  il  est  vrai,  mais  si  plusieurs  galles  sont  développées  dans  le  méme  bourgeon, 
l'axe  et  les  écailles  meurent  entièrement  au-dessus  et  au-dessous  de  l'insertion  de  la 
galle  (PI.  L  fig-  8,  vv  p.  v  b  t  et  z' h  t').  Cette  désorganisation  s'accomplit  déja  a  une 
période  tres  reculée  du  développement,  et  doit  incontestablement  être  attribuée  a  une 
substance  sécrétée  par  l'insecte  ou  par  l'oeuf,  substance  neutralisée  et  vaincue  par 
l'agent  cécidiogène  produit  par  l'embryon.  C'est  donc  un  processus  analogue  a  celui 
que  j'ai  décrit  jadis  chez  le  Rhodites  mayri.  quand  il  s'attaque  aux  feuilles  de  Rnsa 
rubiginosa-).  Le  méme  processus  s'observe  aussi  plus  ou  moins  distinctement  chez 
beaucoup  d'autres  galles  de  Cynipides. 

A  l'état  de  maturité,  la  galle  du  circulans  est  un  petit  corps  allongé  en  forme  de 
cocon,  jaune  ou  blanc  grisatre,  a  surface  finement  granuleuse,  de  2  a  3  mm.  de  lon- 
gueur  et  iM  mm.  d'épaisseur  environ.  On  remarque  d'ordinaire  a  la  surface,  du  cöté 
tourné  vers  la  face  interne  du  bourgeon,  une  ligne  brune,  représentant  la  partie 
laterale  desséchée  de  la  feuille,  aux  dépens  de  laquelle  la  galle  a  pris  naissance.  Le 
fommet  organique  de  la  galle  est  souvent  aplati  ou  convexe,  d'autres  fois  recourbé  en 
crochet.  T'ai  pu  de  temps  en  temps  retrouver  le  pédicule  de  l'oeuf  en  contant  avec  ce 
sfimmet.    Aussi   longtemps   que  la   croissance  continue,   la   galle   ressemble   h  celle  du 


•)  Abh.  Bot.  Ces.  zu  Wien,  Bd.  30.  p.  538,  1880. 

')   Beobachtungen  über  Cynipidengallen,  p.  168.  1881.  Je  rcmplacer.Ti  ici   hi  déiionii- 
nation   de   Rhoditi^s  orthospinae  par  celle  de  Rhodites  mayri. 
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Spathegaster  verrucosa;  elle  s'en  rapproche  aussi  dans  les  grandes  lifjnes  par  Ie 
développement,  notamment  par  rétendue  exceptionnellement  grande  de  la  jeune  feuille 
qui  est  intéressée  dans  la  ct-cidiogénèse.  Ce  sont  non  seulement  des  centaines  de 
cellules  de  parenchyme  qui  y  prennent  part,  mais  de  plus  de  nombreux  petits  faisceaux 
fibro-vasculaires  déja  différenciés  en  phloème  et  en  xylème;  et  l'ensemble  si  hetero- 
gene de  ces  tissus  reqoit,  sous  l'influence  des  substances  cécidiogènes,  sécrétées  par 
l'embryon,  une  impulsion  génétique  commune. 

Pendant  la  vie  embryonnaire  de  l'habitant,  caractiriste  par  et'  que  l'absorption 
de  nourriture  a  lieu  par  diffusion,  la  paroi  de  la  galle  est  formóe  d'une  tissu  nourricier 
rempli  d'albumine  et  d'huile,  enveloppé  d'une  couche  épaisse  de  parenchyme  a 
fécule;  celui-ci  est  entouré  a  son  tour  d'uii  tissu  cortical  protecteur  a  parois  épaisses. 
Tel  est  Ie  plan  ordinaire  des  galles  peu  compliquées,  telles  que  nous  les  offre  la  géné- 
ration  bisexuée  des  Cynipides. 

Dans  la  deuxième  phase  de  la  vie,  la  larve  ronge  complètement  Ie  tissu  nourricier 
ainsi  que  la  couche  a  fécule.  A  l'époque  de  la  métamorphose  en  nymphe  et  en  insecte 
parfait,  il  ne  reste  donc  que  Ie  tissu  protecteur  sous  forme  d'une  coque  gris  verdatre 
OU  jaunatre,  mince  comme  Ie  papier,  et  tres  fragile. 

Les  galles  que  j'avais  récoltées  a  la  campagne  livrèrent  passage  a  l'insecte  au 
comniencement  de  mai,  en  moyenne  vers  Ie  8  mai,  c'est  a  dire  une  quinzaine  de  jours 
avant  VAvdricus  cerri. 


7.  La  g  u  é  p  e  A  n  d  r  i  c  u  s   c  i  r  c  u  1  a  n  s. 

La  galle  décrite  ci-dessus  correspond  tres  exactement  a  la  forme  désignée  par 
M.  M  a  y  r  sous  Ie  nom  d'Andriciis  circidans.  Ceci  résulte  des  descriptions  dont 
nous  disposons,  ainsi  que  de  l'étude  que  j'entrepris  des  exemplaires  secs  récoltés  en 
1879  par  Ie  professeur  W  a  c  h  t  1  aux  environs  de  Mariabrunn.  Cette  concordance 
presque  complete  s'applique  également  a  la  guêpe,  qui  présente  toutefois  une  certaine 
différence  dans  l'époque  de  sa  délivrance.  Voici  ce  que  dit  M.  M  ay  r  a  ce  propos*): 
»Die  im  Februar  gesammelten  Gallen  lieferten  schon  in  den  ersten  Tagen  von  Marz 
eine  .^nzahl  Mannchen,  wahrend  die  Weibchen  erst  nach  8  bis  10  Tagen  folgten. 
lenen, die  ich  am  21.  Marz  gesammelt  hatte,  entsclilüpften  dieWespen  im  April  und  bei 
den  am  13.  April  gesammelten  zeigten  sich  schon  viele  durchlöchert,  obschon  aus  den 
vollen  sich  noch  in  den  niichsten  Tagen  Wespen  entwickelten;  im  Mai  erschien  kein 
Andricits  mehr,  sondern  nur  wenige  Ceroptrcs  und   Pteromalinen*  "). 


')   EichcnKallcn,    i'    Halttc.  p.  31.  1870. 

'•')  Ja  dois  cncore  ajoviter  que  je  11c  ni'apcr^jus  de  la  différence  d'époque  de  mise  en 
libcrté  des  guêpes  qu'en  mo  reportant  a  la  toutc  première  dcscription.  Y.n  1882  en 
cffct.  .M.  Mayr  dit  dans  ses  «Europaisclic  Arten  der  Kallenbewohnenden  Cynipidcn», 
p.  17,  au  sujet  de  A.circulans:  »flicgt  im  April  aus«.  M.Wachtl  ne  mentionne  pas 
non  plus  de  guêpes  adultes  en  févricr.  L'auteur  dit  en  cffet  (Abli.  Zool.  bot.  Ges.,  Wicn, 
1880,  p.  545):  »Die  Wespen  fliegen  nach  Mayr  im  Mim.'itf  April,  nach  eigener  Bcoh- 
achtung  auch   noch   .Anfang  Mai   aus.« 


Ces  paroles  niontrent  donc  que  la  forine  iVAiidriciis  circulans  qui  a  servi  a  la 
description  pncédente,  a  cté  une  gi-nératioii  d'hiver  bisexuée,  sortie  d'oeufs  pondus 
en  automne,  en  cté  ou  peut  étre  dija  plus  tót. 

Quoique  mes  guêpes  (PI.  III,  figs.  3  et  4)  sorties  a  l'air  libre  ne  prennent  leur  vol 
qu'exclusivement  dans  la  première  moitié  de  mai,  je  crois  cependant  hors  de  doute 
que  ma  détermination  comme  A.  circulans  est  exacte  *). 

Je  dois  avant  tont  faire  observer  que  les  descriptions  doinues  juxju'ici  de 
VAndricus  circulans,  abstraction  faite  de  IVpoque  de  sortie,  s'appliquenl  liltcralement 
a  mes  matériaux  sous  tous  les  autres  rapports;  et  malgré  qu'il  soit  bien  certaiii  que 
chez  les  Cynipides  il  puisse  y  avoir  en  même  temps  ressemblance  complete  dans  la 
slructure  du  corps  entre  deux  animaux,  et  certaines  différences  internes,  capables  de 
faire  établir  des  espèces  nouvelles,  il  faut  d'autre  part  se  rappeler  que  ces  diver- 
gences  sont  précisément  appréciables  grace  aux  différences  de  structure  des  galles. 
Si  ces  dernières  sont  identiques,  on  peut  conclure  qu'il  y  aura  aussi  identité  spéci- 
fique  entre  les  babitants.  C'est  ce  qui  semble  étre  réalisc-  dans  Ie  cas  actuel.  On  s'en 
convaincra,  je  crois,  en  comparant  les  figs.  11  et  12,  qui  représentent  la  galle  du  cir- 
culans telle  qu'elle  se  développe  sur  des  bourgeons  dormants,  a  la  fig.  39,  PI.  1\',  des 
»Eichengallen«  de  M.  M  a  y  r.  Dans  ma  fig.  11,  la  branche  de  O.  cerris  porte  des 
chatons  males,  sur  Ie  point  de  s'ouvrir;  mais  les  groupes  de  galles  aa  ressemblent 
tres  exactement  a  la  représentation  des  mêmes  galles  fig.  12,  sauf  que  dans  Ie  premier 
cas  les  guêpes  n'en  sont  pas  encore  sorties,  ce  qui  a  eu  lieu  dans  Ie  deuxième. 

Jenemepropose  pas  de  m'étendre  plus  longuement  sur  les  caractères  extérieurs  de 
la  guêpe  du  circulans,  et  je  renverrai  a  la  description  donnée  par  M.  Mayr  fl.  c), 
ainsi  qu'a  mes  photographies  figs.  3  et  4,  PI.  III,  qui  représentent  un  male  et  une 
femelle.  Je  dois  cependant  m'arrëter  un  instant  a  la  particularité  interne  tres  carac- 
téristique  dont  il  a  été  incidemment  question  a  propos  des  oeufs  de  VAndricus  bur- 
gundus.  Il  s'agit  de  la  forme  toute  particuliere  de  l'oeuf  du  circulans  (fig.  6,  PI.  I), 
qui  s'écarte  de  celle  de  tous  les  oeufs  de  Cynipides  connus  jusqu'a  présent.  On 
comparera  a  ce  propos  mes  figs.  3  et  4,  PI.  I,  qui  représentent  respectivement  la 
tarière  et  les  oeufs  des  Cynips  caiicis  et  Andricus  cerri,  a  Ia  fig.  5,  ou  l'on  voit 
les  parties  correspondantes  de  VAndricus  circulans.  On  observe  que  Ie  pédicule  de 
l'oeuf,  qui,  chez  les  C.  caiicis  et  A.  cerri,  est  inséré  au  póle,  de  même  que  chez  les 
autres  Cynipides,  est  inséré,  il  est  vrai,  au  même  endroit  chez  VA.  circulans,  mais 
fait  avec  l'axe  longitudinal  un  angle  presque  droit.  Comme  Ie  corps  de  l'oeuf  res- 
semble  a  un  pied  humain,  l'oeuf  entier  fait  Timpression  d'un  membre  postérieur 
avec  une  jambe  mince.  Quand  on  Ie  considère  d'en  bas,  dans  Ie  sens  du  pédicide, 
l'oeuf  ressemble  encore  d'une  maniere  frappante  a  la  plante  du  pied,  a  cause  du 
rétrécissement  dans  la  région  médiane. 

L'amabilité  de  M.  Ie  professeur  Wachtl  a  Viennc  nva  fourni  I'occasion 
d'étudier  non  seulement  Ia  galle  du  circulans,  mais  de  plus  un  male  et  une  femelle 
remplie  d'oeufs  de  la  guêpe  de  cette  galle,  pris  aux  environs  de  Mariabrunn.    J'ai  pu 


')  A  CCS  lignc-s  de  1'édition  allemande  du  présent  travail,  je  puls  ajouter  aujourd'hui. 
2  février  1897.  tivic  j'ai  en  cc  moment  dans  mes  cultures  de  laboratoire  nonibrc  <le 
belles  galles  du  circulans,  tout  a  fait  développées  et  sur  Ie  point  d'éclore. 

Post-scriptum  du  20  février:  Plusieurs  males  et  fenielles  sont  sorties  dans  ces 
derniers  jours. 
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constater  de  la  sorte  (ju'il  y  a  identiti-  parfaite  entre  ces  insectes  et  les  miens,  égale- 
ment  au  point  de  vue  de  la  fornie  des  oeufs.  Les  insectes  étaient  peut-être  un  peu 
moins  vigoureux  et  de  couleur  plus  daire  que  les  insectes  hoUandais,  mais  il  faut 
cependant,  comme  je  Tai  déja  dit,  se  rappeler  que  la  couleur  des  Cynipides  conservcs 
a  sec  palit  quelque  peu. 

j'insisterai  encore  ici  sur  Ie  fait  que  l'examen  attentif  de  VAndricus  burgundiis 
confirme  de  plus  en  plus  mon  opinion,  que  cette  guêpe'  est  bien  plus  étroitement  alliée 
a  l'A.  circulans  qu'a  VA.  cerri. 

Je  dois  finalement  m'occuper  de  la  question  de  savoir  si  chez  l'Andricits  circulans 
on  observe  l'bétérogénèse. 

On  a  \u  que  je  n'ai  réussi  qu  au  printemps  de  1896  a  observer  la  ponte  chez  la 
guêpe  du  circulans.  Comme  celle-ci  s'opère  déja  au  commencement  de  mai,  dans  les 
bourgeons  végétatifs  encore  tres  petits,  situés  a  l'aisselle  des  jeunes  feuilles  du  Q. 
cerris,  Ie  temps  nécessaire  au  développement  d'une  deuxième  génération  ne  fait  as- 
surément  pas  défaut.  D'autre  part,  les  Cynipides  qui  ne  donnent  naissance  qu'a  une 
génération  unique,  telles  que  les  Aitlax  et  Rhodites,  ne  se  développent  pas  au 
printemps,  mais  en  plein  été,  hivernent  dans  leurs  galles  et  ne  pondent  aussi  qu'en 
été.  Il  y  a  donc  ici  quelque  chance  de  découvrir  une  galle  nouvelle,  que  l'on  trouvera 
probablement  sous  ferme  d'un  tres  petit  corps  caché  dans  Ie  bourgeon  ou  dans  l'axe 
de  celui-ci.d'oü  sortira  peut-être  en  septembre  ou  en  octobre  la  guêpe  parthénogénique, 
probablement  de  tres  petite  taille. 

Post-scriptum   de   février    1 897. 

Depuis  l'époque  oü  les  lignes  précédentes  ont  été  rédigées,  j'ai  eu  l'occasion  rle 
poursuivre  Ie  développement  des  bourgeons  de  Querciis  cerris  avec  les  oeufs  de 
VAndricus  circulans,  dont  j'ai  observé  la  ponte  en  mai  1896  (voir  p.  33).  Mes  ob- 
servations  ont  été  faites  d'abord  a  l'air  libre.  Grace  a  la  localité  exceptionnellement 
favorable  de  Rheden*),  les  branches  marquées  de  fils  de  soie  sont  restées  intactes 
tout  l'été;  et  j'ai  pu  me  convaincre,  au  cours  de  l'automne  de  1896,  qu'elles  n'ont 
nuUement  donné  naissance  a  une  galle  nouvelle.  1'ai  coupé  fin  décenibre  les  branches 
portant  les  bourgeons  en  observation,  et  je  les  ai  placées  dans  de  l'eau,  dans  une 
chambre  chauffée.  Chaque  semaine,  j'ai  enlevé  a  la  base  des  branches  un  petit  frag- 
ment pour  rafraichir  la  surface  et  assurer  l'entrée  de  l'eau.  Actuellement,  au  début  de 
février  1897,  je  vois  se  développer  en  grande  quantité  la  galle  de  VAndricus  circu- 
lans lui-même,  lequel  se  reproduit  donc  par  génération  directe,  sans  l'intervention 
d'une  forme  parthénogénique. 

Le  plus  remarquable  dans  ce  résultat,  c'est  Ie  fait  que  Toeuf  déposé  en  mai  reste 
inactif  certainement  tout  l'été  et  peut-être  mênie  aussi  jiendant  le  commencement  de 
l'automne.  C'est  la  plus  longue  durée  de  vie  latente  observée  jusqu'ici  chez  des  oeufs 
de  Cynipides;  car  chez  le  Neuroterus  osireus,  qui  a  ce  point  de  vue  occupe  le 
deuxième  rang,  c'est  en  mai    que  la  génération    bisexuée.    le   Neuroterus  furunculus, 


')  Ccttc  localité  so  trouvr  Mir  Ic  ddinainc  iiartK-ulu-r  di-  Rlicdcrourd,  a  yuilyues 
pas  de  la  station  de  cheiniii  de  Ut  iK-  StocK,  et  ccpiMuhinl  dans  la  jdiis  paifaiti-  sohtiido 
de  la  forêt. 
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dcpose  ses  oeufs  dans  les  iiervures  des  feuilles  du  Ouerciis  peduiiculata,  tandis  que 
la  galle  de  l'ostreus  fait  son  apparition  en  septembre. 

Sil'onconsidère  Ie  degré  de  développement  impartait  ou  se  trouvent  les  huurgeon.-. 
du  O.  cerris  en  mai,  lors  de  la  ponte  des  oeufs  du  circulans,  il  n'est  pas  surprenanl 
d'observer,  dans  Ie  voisinage  direct  des  galles  müres,  les  lésions  si  étendues  et  si  pro- 
fondes dont  j'ai  parlé  plus  haut  et  que  j'ai  reproduites  dans  mes  figures. 

Nous  reconnaissons  dans  VAndricus  circulans  Ie  premier  exemple  d'une  Cynipide 
de  chêne  a  génération  bisexuée  et  directe  ;  et  il  est  probable  que  plusicurs  autrcs  Cyni- 
pides  du  O.  cerris  se  trouveront  obéir  a  la  même  règle.  Je  crois  que  les  entoniologistcs 
futurs  feront  de  notre  insecte  et  de  ses  congénères,  en  se  basant  entre  autrcs  sur  la 
forme  particuliere  des  oeufs,  un  nouveau  genre  qui  sera  rapproclu-  des  Atdav  et  des 
Rhodites. 

Après  cette  digression,  je  reviens  a  notre  guépe  de  VAndricus  cerri.  dont  les 
talents  comme  productrice  des  galles  du  Cynips  calicis  doivent  d'abord  nous  c>ccui)cr. 


8.  Ponte  chez  Ia   guêpe  de  l'A  n  d  r  i  c  u  s  cerri. 

La  ponte  des  oeufs  chez  eet  insecte,  ainsi  que  Ie  développement  de  la  galle  du 
calicis  dont  je  vais  m'occuper  maintenant,  constituent  en  quelque  sorte  l'object  princi- 
pal  de  mes  recherches.  J'ai  eu  beaucoup  de  bonne  chance  dans  les  observations  que  je 
vais  décrire,  et  quelque  incroyable  que  cela  puisse  paraitre,  il  es  de  fait  que  je  pus 
m'emparerdecentainesdefemelles  du  cerri  en  train  de  pondre ;  mais  quiconque  a  visite 
la  station  a  Rheden  ne  s'étonnera  pas  qu'en  un  endroit  si  bien  protégé  les  observations 
a  l'air  libre  aient  pu  réussir.  Quand  on  connait  la  vivacité  de  nos  petites  guêpes, 
on  s'explique  de  plus  qu'en  captivité  la  copulation  et  la  ponte  puissent  s'observer  sans 
difficulté  aucune.  Il  est  du  reste  bien  plus  facile  d'expérimenter  sur  les  Cynipides 
bisexuées,  malgré  leur  si  petite  taille,  que  sur  "les  animaux  a  parthénogénèse.  Les 
premières  s'y  prennent  rapidement  et  profitent  a  l'instant  d'une  occasion  favorable ; 
c'est  comme  si  elles  sentaient  combien  leur  vie  est  courte,  et  combien  il  est  donc 
indispensable  de  ne  pas  tarder  *).  C'est  en  revanche  une  toute  autre  affaire  de  con- 
tenter  les  Cynipides  vierges,  qui  sont  tres  difficiles.  On  a  beau  offrir  a  un  Cynips 
calicis  les  plus  beaux  boutons  de  chêne,  il  lui  faut  des  heures  pour  se  décider  a  ce 
mettre  a  Touvrage,  et  elle  court  continuellement  deqa,  dela,  cherchant  mieu.x.  .Au 
moment  ofi  j'écris  ces  lignes  (25  mai  i8gfi),  trois  petites  mères  de  la  guêpe  de 
VAndricus  cerri  sont  posées  prés  de  moi  sur  la  table,  tranquillement  occupées  a  en- 
foncer  leur  tarière  dans  deux  jeunes  glands.  Les  insectes,  sortis  il  y  a  quelques 
heures  de  leurs  galles,  s'accouplérent,  allèrent  reconnaitre  les  environs,  et  ne 
tardèrent   pas   a   rencontrer   sous   la   cloche  de   verre   les   glands    (récoltés   prés   de   la 


')  L'instinct  de  la  ponte  est  cxtraordinairement  développé  chez  VAndricus  cerri. 
Des  guêpes  volant  dans  ma  chambre  trouvent  des  jeunes  fruits  de  chêne  rcpandus  sur 
la  table  et  les  percent  aussitót  de  leur  tarière.  Seuls  de  pctits  glands  complètenu-nt 
fanés  sont  dédaignés.  Cette  propriété  de  protiter  a  l'instant  de  l'occasion  est  évidcni- 
ment  utile,  car  elle  épargne  aux  animaux  des  rcchcrclies  vaincs  dans  les  lorêts.  oii  la 
découverte   des  fleurs   de  chêne   doit   être   difficile. 
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Have)  qui  leur  convenaient.  Alors  commence  un  travail  difficile,  car  c'est  une  tout 
autre  affaire  pour  un  animal  si  délicat  de  percer  de  part  en  part  la  cupule  relative- 
ment  épaise  du  jeune  gland,  (fig.  2,  PI.  I,  figs.  5  et  6,  PI.  II),  que  pour  la  guêpe  du 
calicis,  avec  sa  puissante  tarière,  de  percer  superficiellement  un  bourgeon  de  Q. 
cerris').  On  a  peine  a  croire  que  ces  insectes  si  vifs  quoique  si  petits  descendent 
réellement  de  leurs  mères.  Quand  je  les  jetai  dans  l'alcool  fort,  ils  n'eurent  plus 
avant  de  mourir  Ie  temps  de  retirer  leur  tarière  de  la  cupule;  et  je  les  conserve 
comme  derniers  documents  d'une  étude  longue  et  nullenient  aisée  -). 

Mes  observations  et  expériences  a  l'air  libre  ont  été  surtout  couronnées  de  succes 
en  mai  1894.  Il  y  eut  bien  des  jours  de  la  première  moitié  de  mai,  pendant  laquelle 
Ie  temps  fut  exceptionnellement  beau,  oü  je  trouvai  pour  ainsi  dire  sur  chaque  jeune 
gland  de  mes  arbres  en  expérience,  VAndricus  cerri.  Cela  eut  lieu  surtout  Ie  13  et  Ie 
15  de  ce  mois.  Souvent  il  y  avait  deu.x  et  trois,  et  même  jusque  ciuq  guêpes  posées 
sur  une  mème  cupule.  Le  temps  a  changè  vers  Ie  16  mai,  et  est  resté  tres  humide  et 
f roid  durant  tout  l'été ;  cependant  il  s'est  formé  un  nombre  énorme  de  galles  du 
calicis.  De  telle  sorte  que  l'on  peut  considérer  cette  guêpe  avec  sa  descendance 
comme  bien  adaptée  au  climat  des  Pays-Bas. 

J'ai,  dans  le  cours  de  la  même  année,  marqué  au  nmyen  de  fils  de  soie  un  grand 
nombre  de  petits  glands  sur  lesquels  je  trouvai  la  guêpe  du  cerri  en  train  de  pondre, 
comme  aussi  les  rameaux  qui  les  portaient  ").  Je  trouvai  plus  tard  des  galles  du 
calicis  sur  la  plupart  des  glands  marqués.  En  1895,  la  culture  de  la  galle  du  calicis 
réussit  sur  uu  des  chênes  de  mon  jardin  a  Delft;  et  l'intérêt  d'une  observation 
pareille  résultera  de  mes  photographies  i  a  10  PI.  II,  qui  représentent  les  phases  de 
développement  successives  de  notre  galle. 

Lors  de  la  ponte,  la  cupule  du  gland  est  perforée  de  part  en  part  et  l'oeuf  est 
déposé  dans  la  fente  entre  la  cupule  et  le  gland  {E  k  fig.  10);  la  longueur  de  la  tarière 
(L  r  fig.  4)  et  du  pédicule  de  l'oeuf  (E  s)  est,  comme  on  pouvait  s'y  attendre,  en 
rapport  avec  I'épaisseur  de  la  paroi  de  la  cupule  au  mois  de  mai.  L'appareil  entier 
est  d'ailleurs  tres  délicatement  bati,  et  la  blessure  de  la  cupule  est  si  fine  qu'on  n'en 
distingueplus tracedans  la  suite.  Comme  dans  d'autres  cas,  je  pus  tisément  observerici, 
surdesoeufsartificiellementenlevésducorps,  le  passage  du  contenu  vitellin  dans  lepédi- 
cule,  quand  on  comprimé  Ie  corps  de  l'oeuf,  et  vice-versa,  quand  on  cesse  de  comprimer*). 


')  Il  y  a  cncorc  divcrses  autrcs  Kiièpcs  sallicolcs  clioz  losqucllcs  la  tarière  n'est 
pas  en  rapport  avec  le  but  a  atteindre.  C'est  ainsi  que  la  guèpe  du  kollari  ne  cherche 
que  des  bourgeons  de  chéne  tres  petits,  tandis  que  les  dimcnsions  des  tarières  per- 
mettent  de  pcrforer  les  bourgeons  les  plus  grands.  Cependant  on  obscrve  d'ordinaire 
sous  ce  rapport  une  adaptation  cxtrêmement  prononccc.  pernicttant  ccrtaincs  conclusions 
quant  a  Ia  biologie,  si   cette  dernièrc  est  inconnuc. 

*)  Les  rameaux  de  chênc  conservés  a  une  lumière  modéréc  ainsi  que  les  pèdoncules 
des  jeunes  glands  et  les  glands  eux-mênies  sont  dans  cette  saison  tellement  bondés 
d'asparagine  que  si  l'on  projettc  les  objets  dans  l'alcool  on  voil  cette  suhstancc  sortir 
de  tovis  les  pores  corticaux  sous  forme  d'une  nuée  cristalline  blanclic 

')  Pendant  la  croissance  et  grace  a  cclle-ci.  I'aspcct  extérieur  des  rameaux  change 
jusqu'a  les  rendre  méconnaissables. 

*)  Quelqucs  cmbrvologistes  pensent  (|iie  l'ccuf  animal  possède  la  polarité.  Ceci 
peut  être  vrai  dans  (luclques  cas  déterminés:  mais  on  a  peine  a  croire  qu'il  en  serait 
ainsi  chcz  les  Cynipides,  quand  on  a  vu,  comme  il  est  si  facile  de  I'observer  ici,  le 
contenu  liquide  de  l'oeuf  passer   du   corps  dans  le  pédicule  et  en  sens  inverse. 
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Quant  a  la  tarière  de  la  guépe  du  cerri  {Lr  tig.  4),  remarquons  encore  que  la 
gouttière  est-  complètement  lisse,  tandis  qu'on  y  trouve  chez  Ie  calicis  une  demi 
encoche  et  truis  entières.  Le  sommet  est  complètement  droit,  et  non  recourbc  conunc 
chez  le  calicis.  Les  plaques  carrée  (Qp),  oblongue  (Op),  et  angulaire  (IVp)  sont 
chez  le  cerri  la  miniature  de  ce  qu'elles  sont  chez  le  calicis. 

J'ai  taché  avec  succes  de  retrouver  l'oeuf  qui  \  ient  d'être  pondu.  Ceci  ne 
pouvait  réussir  que  sur  des  coupes  transversaies,  car  surtout  Ie  revétement  pileux  de 
la  cupule  (non  représenté  fig.  10),  oppose  de  grandes  difticultés  a  la  confection  de 
coupes  longitudinales.  La  position  de  l'oeuf  fut  dessinée  au  moven  du  prisme  et  re- 
présentée  dans  l'esquisse  d'une  coupe  longitudinale,  faite  au  même  stade  du  développe- 
ment.  La  fig.  10  donne  donc  une  image  tres  exacte  de  l'état  naturel  des  choses,  sans 
toutefois  représenter  les  poils  cupulaires  ni  la  compression  de  l'oeuf,  résultant  de  ce 
qu'il  est  enfoncé  dans  l'interstice,  ni  enfin  l'accumulation  du  contenu  de  l'oeuf  dans  le 
pédicule,   correspondant   a   cette   compression. 

II  est  remarquable  que  le  corps  de  l'oeuf  (E  k  fig.  4)  de  Ia  toute  petite  guépe 
Andricus  cerri,  sans  son  pédicule,  est  de  même  taille  (peut  étre  même  un  peu  plus 
grand),  que  celui  (E  k  fig.  3)  de  sa  gigantesque  mère.  L'un  et  l'autre  ont  une  épaisseur 
d'environ  0,1  mm.  et  une  longueur  de  0,2  mm.  Les  pédicules  au  contraire  atteignent 
chez  la  première  guépe  jusque  0,3  mm,  chez  la  dernière  jusque  1,5  mm.  Tls  sont 
légèrement  dépassés  en  longueur  par  les  tariéres  correspondantes. 

Le  volume  de  l'oeuf  fait  qu'une  guépe  de  cerri  ne  renferme  que  30  oeufs  environ, 
tandis  que  le  Cynips  calicis,  qui  produit  un  descendant  si  minuscule,  en  renferme  700 
a  800  de  la  même  grandeur.  Il  est  clair  que  la  masse  principale  de  ces  oeufs  doit  se 
composer  de  nourriture  destinée  aux  embryons;  et  ce  n'est  donc  assurément  pas  un 
fait  inattendu  que  les  embryons  des  deux  générations  sont  a  peu  prés  identiques,  et 
ont  des  besoins  égaux,  tout  au  moins  pour  ce  qui  concerne  la  nutrition,  aussi  long- 
temps  que  celle-ci  dépend  des  matériaux  de  réserve  de  l'oeuf. 


9.  Développement  de  la  galle  du   Cynips  calicis. 

L'oeuf  de  VA.  cerri  est  déposé  par  la  guépe,  comme  nous  l'avons  vu,  exactement 
au  fond  de  l'interstice  annulaire  existant  entre  la  cupule  et  le  gland  (E  k  fig.  10).  Le 
groupe  cellulaire  influencé  par  l'oeuf  appartient  d'ordinaire  a  la  limite  entre  ces  deux 
organes,  de  telle  sorte  que  la  plupart  des  galles  miires  sont  fixées,  a  cóté  du  gland, 
sur  le  fond  de  Ia  cupule  (PI.  III,  fig.  10).  Quelcjues  galles  cependant,  comme  nous 
l'avons  déja  dit  plus  haut,  sont  portées  par  Ie  gland  lui-méme,  (PI.  II  fig.  8)  et 
montrent  que  l'oeuf  du  cerri  est  parfois  déposé  un  peu  trop  haut.  Et  comme  on  sait 
que  toute  Ia  zone  annulaire  de  la  paroi  du  gland,  comprise  dans  la  cupule,  est  suscep- 
tible  d'accroissement,  la  cécidiogénèse  n'est  pas  empêchée,  il  est  vrai,  par  Ia  position 
élevée  de  la  galle,  mais  les  galles  restent  petites,  et  d'autant  plus  petites  qu'elles  sont 
adhérentes  a  une  portion  plus  élevée  de  cette  zone.  Toutes  les  jeunes  galles  ainsi 
insérées  finissant  par  étre  complètement  soulevées  hors  de  la  cupule  par  le  gland  en 
voie  de  croissance,  il  s'ensuit  que  l'on  peut  trouver  toute  une  série  de  galles  müres, 

M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  ^^ 
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insérées  sur  des  glands,  dont  les  plus  petites  ne  renferment  pas  de  larve  et  soiit  de 
la  grosseur  d'une  tête  d'épingle,  tandis  que  les  plus  grosses  sont  normalement  déve- 
loppées.  Comme  la  zone  la  plus  jeune  (/>  fig.  lO,  PI.  I)  de  la  cupule  du  gland  corres- 
pond  précisément  a  son  rebord  supérieur,  oü  jamais  ne  sont  déposcs  des  oeufs  de 
cerri,  on  comprend  que  Ton  ne  trouve  jamais  les  galles  du  calicis  reliées  a  la  partie 
supérieure  de  la  cupule  '). 

Quoiqu'il  ne  soit  pas  possible,  il  est  vrai,  de  donner  une  évaluation  exacte  du 
nombre  des  cellules,  qui  subissent  l'influence  de  l'oeuf  du  cerri,  il  y  a  cependant  moven 
de  fixer  a  peu  prés  un  nombre  minimum.  On  se  servira  a  eet  effet  du  fait  que  les 
faisceaux  fibro-vasculaires  si  ténus,  qui  circulent  dans  la  paroi  du  gland,  sont  inté- 
resses dans  tous  les  cas  dans  la  production  de  la  galle,  même  quand  les  oeufs  sont 
déposés,  vers  la  fin  de  la  période  de  liberté  de  la  guêpe  du  cerri,  (période  qui  dure 
une  quinzaine  de  jours),  sur  la  base  du  gland.  D'oü  il  suit  que  Ie  nombre  des  cellules 
qui  séparent  les  faisceaux  de  l'oeuf  est  tres  variable,  parce  qu'il  s'agit  ici  d'un  tissu 
méristématique,  en  état  de  division  cellulaire  tres  active.  Je  trouvai,  a  Toccasion  de 
divers  dénombrements,  qu'il  peut  y  avoir  de  cinq  a  di.x  cellules  entre  l'oeuf  et  Ie 
faisceau  Ie  plus  voisin.  Or  si  l'on  se  figure  la  zone  d'influence  de  l'oeuf  comme  une 
demi-sphère  de  cinq  cellules  de  rayon,  on  voit  que  250  cellules  environ,  placées  en 
dehors  des  vaisceaux  fibro-vasculaires,  doivent  collaborer  a  la  production  du  méri- 
stème  de  la  galle.  Si  la  longueur  du  rayon  est  de  10  cellules,  il  y  a  environ  2000 
cellules  qui  servent  a  la  cécidiogénèse.  Mais  Ie  plus  remarquable,  c'est  que  les 
éléments  déja  difïérenciés  des  faisceaux  eux-mêmes,  situés  en  dessous  de  ces  cellules, 
sont  encore  intéresses  dans  l'hypotrophie,  et  les  nombres  ici  cités  sont  donc  a  coup 
sur  bien  plus  petits  que  les  nombres  réels. 

Les  phénomènes  morphologiques,  qui  s'accomplissent  au  début  de  la  cécidiogé- 
nèse, correspondent  dans  les  grandes  lignes  aux  phénomènes  d'enveloppement  de 
l'embryon  des  Cynipides,  que  j'ai  décrit  en  détail  a  une  autre  occasion  pour  plusieurs 
galles.  Mais  dans  Ie  cas  actuel  Ie  développement  s'accomplit  d'une  maniere  tellement 
cachée,  et  il  est  si  extrêmement  difficile  de  se  procurer  des  matériaux  propres  aux 
recherches,  que  je  me  suis  arrêté  dans  mon  étude,  quand  j'eus  obtenu  des  préparations 
assez  décisives  pour  donner  une  idéé  exacte  des  phénomènes  qui  provoquent  la  po- 
sition  de  l'embryon  au  sein  du  méristème  de  la  galle.  On  trouve  dans  la  fig.  11  une 
image  simplifiée  d'une  telle  préparation.  Le  pédicule  de  l'oeuf  me  semblait  être  visible 
dans  l'épaisseur  de  la  paroi  de  la  cupule;  et  je  pus  tout  au  moins  retrouver  la  co- 
quille  exactement  au-dessus  de  l'embryon,  qui  venait  d'être  enveloppé  (eet  embryon  est 
représenté  dans  la  figure  par  Lk). 

Les  phases  ultérieures  du  développement  doivent  être  sans  doute  les  mémes  que 
chez  la  galle  du  Cynips  kollari.  En  effet,  a  un  état  plus  avance  du  développement, 
représenté  par  la  fig.  12,  les  mêmes  tissus  si  extrêmement  caractéristiques  que  l'on 
peut  observer  chez  cette  galle  se  laissent  également  démontrer  ici,  et  dans  le  même 
orde.  Il  est  donc  tres  probable  que  la  voie  suivie,  partant  du  même  point,  et  con- 
duisant  au  même  but,  sera  dans  les  deux  cas  la  même.  Je  dois  cependant  faire  observer 
que  la  cupule  de  la  galle,  qui  apparait  déja  d'une  maniere  tres  précoce,  et  comme  une 


')    Les   galles    des    Cynips    capiU    mcdusae   et    C.  sitpcrfctationis    so    dévcloppcnt    au 
contraire  aux  dépens  du  rebord  supérieur  niéristéniatiinie  ilc  la  capule   (p  fig.  10). 
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excroissance  laterale,  a  la  base  de  la  jeune  galle  (ge  hg.  12,  PI  I),  en  afïectant  la 
forme  d'une  deuxième  circonvallation,  est  une  production  nouvelle,  qui  fait  défaut, 
morphologiquement  parlant,  chez  Ie  kollari,  (ou  du  moins  n'est  visible  dans  quelques 
galles  müres  de  cette  espèce  qu'a  1'ctat  rudimentaire,  et  est  représentée  par  la 
»couronne«).  Il  faut  donc,  pour  établir  une  comparaison  exacte  entre  les  deux  galles, 
commencer  par  ne  pas  tenir  compte  de  la  cupule  de  la  galle  du  caiicis.  Mais  dès  lors 
la  concordance  est  tres  complete,  depuis  Ie  début  jusqu'a  la  fin  du  stade  embryonnaire 
de  la  vie  larvaire').  En  effet,  la  succession  des  tissus  est  durant  cette  période,  de 
l'intérieur  vers  l'extérieur:  tissu  nourricier  oléifère  et  albuminifère  («  g  fig  13,  pi.  I), 
tissu  a  oxalate  de  calcium  (kr),  parenchyme  a  fécule  (p  s  +  s  g),  tissu  cortical  a 
parois  épaisses  ou  minces  (gr)  et  épiderme  (e  p).  Les  trois  premiers  tissus  sont 
caractéristiques,  a  ce  que  je  crois,  non  seulement  pour  les  deux  galles  citées  seules, 
mais  de  plus  pour  toutes  les  galles  quercicoies  hautement  différencices  de  ce  groupe  ^). 
Les  pliLHomènes  de  croissance,  succédant  au  stade  embryonnaire  sont  dus  chez  la 
galle  du  kollari  a  l'activité  considérable  de  la  »zone  cambiale«,  qui  fait  défaut  chez  la 
galle  du  caiicis;  en  effet,  l'équivalent  physiologique  de  l'écorce  épaisse  du  kollari  doit 
être  cherché  dans  la  cupule  du  caiicis.  La  formation  de  la  couche  de  ceilules  ligni- 
fiées,  qui  composent  la  paroi  définitive  de  la  galle  interne  chez  Ie  caiicis,  se  fait 
immédiatement  aux  dépens  de  l'écorce  (gr)  de  la  galle.  Or  cette  écorce  commence, 
chez  Ie  kollari,  par  donner  la  zone  cambiale,  et  celle-ci  donne  alors,  vers  l'intérieur, 
naissance  au  tissu  de  ceilules  ligneuses  de  la  chambre  larvaire,  vers  l'extérieur  a 
l'épaisse  écorce  a  tannin.  On  comprend  que  chez  Ie  caiicis,  ce  soit  la  cupule  de  la  galle 
qui  contienne  Ie  tannin.  Cette  différence  d'origine  des  tissus  tannifères  constitue 
peut-étre  la  distinction  principale  entre  les  deux  galles. 

Au  point  de  vue  anatomique,  Ie  revêtement  de  la  surface  libre  de  la  cupule,  qui 
est  couverte  de  polis  glandulaires  secrétant  du  mucilage  (e  p^=  c  l  fig.  13),  est  remar- 
quabie.  Il  en  a  déja  été  question  au  §  l.  Les  poils,  qui  sont  formés  de  quatre  ceilules 
cylindriques,  superposées,  se  trouvent  tres  prés  les  uns  des  autres,  de  maniere  a 
former  une  surface  luisante,  qui  ne  donne  nuUement  l'impression  d'un  revêtement 
pileux.  La  sécrétion  de  mucilage  se  fait  entre  la  paroi  cellulaire  et  la  cuticule  de  la 
cellule  terminale.  La  cuticule  est  distendue  et  finalement  se  déchire.  La  sécrétion 
niucilagineuse  est  si  abondante,  que  la  galle,  pendant  sa  période  entière  de  croissance, 
a  un  aspect  humide,  et  que  mede  des  gouttelettes  s'en  détachent.  Si  l'on  sèche  de 
jeunes  galles,  on  aperqoit  Ie  mucilage,  entre  les  inégalités  de  la  cupule  de  la  galle, 
sous  forme  de  petits  fragments  et  batonnets  d'un  blanc  jaunatre,  qui  ne  se  gonflent 
pas  quand  on  les  humecte,  et  se  comportent  donc  comme  de  la  cellulose  bien  plus  que 
comme  de  la  gomme  végétale.  Nous  avons  déja  dit  au  §  i  que  Ie  mucilage  sert  a 
écarter  les  parasites  et  les  commensaux  ■^). 


')  Ce  stade  est  caractérisé  par  ce  que  Ia  niitrition  ne  se  fait  que  par  difFusion. 
Dans  Ie  stade  immédiatement  suivant    les   tissus    sont.rongés  et  dévorés  par  la  larve. 

■)  Comme  par  exemple  les  Cynips  hungarica,  argentea,  galeata,  caput  mcdusae,  tinc- 
toria,  etc. 

')  La  sécrétion  de  mucilage,  comme  moyen  de  défense  centre  les  insectes  nuisibles, 
s'observe  fréquemment  chez  les  galles  de  Cynipides.  D'autres  exemples  frappants  nous 
sont  ofïerts  par  les  galles  des  hartigii,  serotina  et  glutinosa.  Chez  Ie  sieboldii.  on  dit 
que  la  surface,  d'un  rouge  carmin,  secrète  du  nectar,  et  que  les  fourmis  les  recouvrent 
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Comme  je  ne  crois  pas  que  les  phénomènes  de  développement  externe  de  notre 
galle  aient  jamais  été  figurés,  je  donne  PI.  II  quelques  photographies  d'après  des 
matériaux  secs,  représentant  les  stades  successifs  de  croissance  en  juillet,  aoüt  et 
septembre.    Elles  ne  réclament  pas  de  plus  ample  explication. 

Au  point  de  vue  physiologique,  l'historire  du  développement  de  la  galle  du 
calicis,  comme  celle  de  toutes  les  galles  de  haute  diftïrenciation,  conduit  a  des  consi- 
dérations  d'une  grande  importance,  qui  intéressent,  non  seulement  la  theorie  du  déve- 
loppement ontogénique,  ce  qui  a  déja  été  mis  en  lumière  plus  haut,  mais  de  plus  la 
doctrine  de  la  variabilité. 

Un  mot  d'abord  sur  la  signification  des  galles  pour  l'idée  que  l'on  doit  se  faire 
des  phénomènes  ontogéniques. 

Les  galles  en  général,  et  celles  des  Cynipides  en  particulier,  sont  soumises  a  la 
regie  suivante:  Plus  la  diftérenciation  définitive  de  la  galle  est  élevée,  d'autant  plus 
précoce  est  la  période  de  développement  a  laquelle  les  cellules  initiales  des  tissus 
végétaux  sont  influencées  par  les  sécrétions  animales.  Il  n'y  a  cependant  pas  de 
galle  de  Cynipide,  qui  prenne  naissance  aux  dépens  d'une  cellule  méristématique 
unique.  C'est  toujours  un  groupe  cellulaire  de  i'hóte  qui  est  transformé  en  galle.  Nous 
avons  vu  plus  haut  que  ce  groupe  peut  renfermer,  chez  la  galle  du  calicis,  p.  ex.,  de 
250  a  2000  cellules.  Pour  rencontrer  des  galles  qui  prennent  naissance  aux  dépens 
d'une  cellule  unique,  il  faut  descendre  jusqu'aux  formations  d'ordre  inférieur,  telles 
p.  ex.  que  les  érinées  produites  par  les  Phytoptus.  Or  l'origine  pluricellulaire  de 
toutes  les  galles  élevées  me  parait  être  un  fait  de  grande  importance,  et  de  signi- 
fication décisive  pour  l'explication  physiologique  de  tous  les  processus  ontogéniques, 
par  conséquent  aussi  pour  la  formation  des  organes  normaux.  On  ignore,  il  est  vrai, 
la  nature  des  forces  déterminantes  qui  règlent  l'ontogénie.  On  ne  saurait  davantage 
dire  avec  certitude  qu'elles  sont  de  même  ordre  que  les  forces  actives  dans  la  céci- 
diogénèse,  et  l'on  ne  peut  affirmer  en  outre  que  ces  forces  sont  identiques  dans  Ie 
développement  normal  de  diverses  espèces  ou  divers  groupes  de  formes  alliées.  Ce- 
pendant  il  serait  peu  scientifique  de  ne  pas  conclure  provisoirement  a  l'analogie, 
jusqu'a  ce  que  l'on  ait  découvert  des  faits  qui  soient  en  désaccord  avec  cette  hypo- 
these. Il  semble  actuellement  tres  improbable  que  des  faits  pareils  existent.  Bien  au 
contraire,  tout,  dans  l'état  présent  de  nos  connaissances  de  la  cellule  et  du  développe- 
ment, indique  que  les  mémes  lois  se  font  valoir  partout  oü  s'opèrent  des  processus 
ontogéniques.  Cela  est  vrai  aussi  bien  du  développement  normal  des  animaux  que 
de  la  formation  des  organes  chez  les  plantes,  et  de  la  naissance  des  galles.  Il  est 
évident  qu'entre  ces  divers  phénomènes  il  y  a  la  concordance  la  plus  absolue,  et  que 
les  mêmes  facteurs  sont  en  action  dans  les  cellules  d'un  méristème  animal  ou  végétal, 
donnant  lieu  d'une  part  a  un  organe  normal,  de  l'autre  a  une  galle.  Ceci  admis, 
on  se  trouve  amené  a  conclure  que  dans  la  formation  d'un  organe  dans  un  méri- 
stème, c'est-a-dire  dans  l'ontogénie  en  général,  quand  des  groupes  cellulaires  de  plus 
OU  moins  d'étendue  concourent  a  la  formation  d'un  tissu  homogene,  un  faisceau 
fibro-vasculaire,  une  glande,  etc,  des  substances  liquides,  circulant  dans  Ie  tissu  tout 


d'une  enveloppe  cylindrique  de  terre,  dont  elles  écartent  Us  insectes  ennemis.  En 
Hollande,  la  surfacc  de  la  galle  du  sicboldii  est,  il  est  vrai.  nmge  foncé,  mais  com- 
plètement  sèche.  Je  n'ai  pii   découvrir  de  constriicti<in   de   fourmis. 
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entier,  déterminent  tout  aussi  bien  ia  forme  acquise  dans  ces  cas  que  dans  Ie  cas  indu- 
bitable  des  jeunes  galles.  Mais  n'avons  nous  pas  ainsi  appelé  l'attention  sur  un  fac- 
teur demeuré  jusqu'ici  hors  de  considération  dans  les  théories  récentes  du  developpe- 
nient?  Et  si  Ton  n'en  a  pas  tenu  coinpte,  n"est-ce  pas  parce  que  l'on  croit  être  certain 
que  les  caractères  acquis  ne  sont  pas  héréditaires  et  que  par  suite  l'hypothèse  Je 
Texistence  de  matières  formatrices   circulant  dans   les  tissus  est  insoutenable? 

Il  résulte  avec  certitude,  a  mon  avis,  de  l'observation  précédente,  que,  inalgré  la 
ténacité  avec  laquelle  les  caractères  des  organismes  restent  adherents  au  corps  cellu- 
laire, il  y  a  cependant  des  substances  en  circulation,  qui  prennent  part  au  développe- 
ment  de  la  forme  définitive  et  des  caractères  physiologiques.  Elles  y  prennent  une 
part  aussi  active  que  les  unités  vitales,  admises  aujourd'hui  par  des  savants  des  plus 
distingués,  unités  qui  constituent  au  moins  en  partie  Ie  protoplasme  cellulaire. 

Je  dois  cependant  insister  ici  une  seconde  fois  sur  Ie  fait  que  Ie  transport  des 
substances  qui,  dans  la  cécidiogénèse,  déterminent  la  forme,  n'est  établi  avec  certi- 
tude que  pour  les  tissus  méristématiques  en  voie  d'arcroissement.  La  cécidiogénèse 
ne  fournit  en  faveur  de  l'hypothèse  d'une  pareille  circulation  dans  l'intérieur  d'organes 
mürs  pas  plus  de  preuves  que  l'ontogénèse  normale. 

Ce  n'est  pas  d'ailleurs  pour  l'ontogénèse  seule  que  la  cécidiogénèse  a  une  haute 
signification,  mais  de  plus  pour  la  maniere  dont  il  faut  juger  les  phénomènes  physio- 
logiques de  la  variation,  c'est-a-dire  la  theorie  du  développement  phylogénique.  On 
ne  peut  nier  en  effet  que  les  tissus  végétaux  qui  se  transforment  en  galle  aient  varié. 
Nous  savons,  depuis  que  D  a  r  w  i  n  a  publié  sa  Pangénèse,  que  l'on  peut  se  repré- 
senter  la  variabilité  comme  quantitative  ou  qualitative.  Et  si  l'on  s'appuie  sur  la 
theorie  des  unités  vitales,  cette  proposition  revient  a  admetre  la  multiplication  anor- 
male  d'une  seule  espèce  d'unités,  déja  présentes  dans  la  cellule,  ou  la  néoformation 
d'unités  non  encore  existantes.  D  a  r  w  i  n  lui-même  croyait  que,  dans  la  cécidiogé- 
nèse, il  faut  songer  a  la  variabilité  qualitative;  et  je  crois  aussi  a  l'heure  qu'il  est 
que  cette  opinion  mérite  la  préférence.  Elle  est  certainement  d'accord  avec  l'obser- 
vation directe,  et,  ce  qui  lui  donne  une  plus  grande  valeur  encore.  elles  est  en  réalité 
complètement  indépendante  de  l'hypothèse  des  unités  vitales.  Au  contraire,  la  céci- 
diogénèse, envisagée  comme  variabilité  quantitative,  c'est  a  dire  comme  multiplication 
d'unités  vitales  déterminées,  déja  existantes,  suppose  démontrée  l'existence  de  ces 
dernières,  et  se  fonde  donc  sur  une  doublé  hypothese. 

T'ai,  il  est  vrai,  démontré  jadis  ^)  que  les  propriétés  des  galles  qu'il  faut  consi- 
dérer  comme  réellement  neuves,  —  c.  a.  d.  comme  ne  résidant  pas  déja  directement 
dans  la  plante-mère,  —  ne  possèdent  qu'une  tres  faible  constance,  et  disparaissent 
tres  rapidement  quand  les  tissus  de  la  galle  se  développent  au-dela  de  la  limite  nor- 
male. Je  suis  actuellement  persuadé  que  je  n'ai  pas  enlevé  par  les  expériences  dé- 
crites  dans  mon  travail  antérieur,  son  fondement  a  l'opinion  qui  envisage  la  céci- 
diogénèse comme  un  phénomène  de  »variation  qualitative*.  Car  la  variabilité,  chez 
les  plantes  comme  chez  les  animaux,  s'observe  a  tous  les  degrés,  depuis  les  fluctu- 
ations  a  peine  perceptibles  des  propriétés  dans  la  croissance  individuelle  jusqu'a  la 
permanence  tres  complete  dans  la  transmission  hereditaire  sexuelle.  Je  crois  donc 
avoir   simplement    montré,    dans    Ie    travail    en    question,    que    la    variabilité    qui    fait 


')   Botan.  Zeit.   Bd.  46,  p.  10,   18 
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naitre  les  tissus  des  galles  aux  dépens  des  cellules  végétales,  possède  ce  degré  in- 
férieur de  transmissibilité  que  l'on  peut  ógalement  observer  dans  des  cas  tres  nom- 
breux  de  variabilité  normale  '■}.  D'ailleurs,  les  diverses  formes  et  gradations  de  la 
variabilité  sont  bien  mieux  connues  a  présent  qu'en   1888. 

Mais  si  l'on  se  trouve  fondé  a  considérer  les  galles  comme  des  produits  de  la 
variation,  qu'apprennent-elles  au  point  de  vue  de  la  theorie  physiologique  de  la  varia- 
bilité ?  La  réponse  est  qu'elles  apprennent  que  la  variabilité  peut  être  un  phénomène 
multicellulaire.  Je  suis  absolument  convaincu  que  la  variabilité  est  ordinairement 
nionocellulaire,  —  qu'elle  réside  dans  Ie  domaine  d'une  seule  cellule  germinative,  d'une 
seule  cellule  de  méristème  primordial,  d'une  seule  cellule-mère  primitive,  donnant 
naissance  a  la  variation  d'un  bourgeon.  Je  soutiens  seulement  qu'il  ne  doit  pas  tou- 
jours  en  être  ainsi,  et  que,  la  cécidiogénèse  Ie  montre,  une  theorie  exacte  de  la  varia- 
bilité ne  peut  tenir  uniquenient  compte  de  cette  circonstance,  mais  doit  également 
reconnaitre  la  possibilité  de  la  variabilité  multicellulaire,  et  regier  la-dessus  ses 
tentatives  d'explication. 

Quelle  que  soit  d'ailleurs  l'opinion  que  l'on  ait  au  sujet  des  causes  efficientes  de 
la  variabilité  en  général,  la  cécidiogénèse  nous  apprend  que  la  «variabilité  des  tissus«, 
c'est-a-dire  la  variabilité  multicellulaire  doit  être  tres  probablement  rapportée  a  des 
substances  liquides,  qui  circulent  sur  de  faibles  distances  dans  les  méristèmes. 
L'analogie  nous  force  a  admettre  que  la  »variabilité  cellulaire®,  tout  au  moins  dans 
sa  forme  fluctuanté,  et  a  peine  transmissible,  dont  il  a  été  question  plus  haut,  peut 
être  également  Ie  résultat  de  substances  liquides,  qui  traversent  Ie  protoplasme" cellu- 
laire sans  quitter  la  cellule.  Les  nouveaux  caractères  mieux  fixés  supposent  que  ces 
substances  liquides  sont  saisies  par  des  unités  vitales  déterminées,  c'est-a-dire  qu'ils 
supposent  précisément  l'existence  de  nouvelles  unités  vitales.  Ceci  crée  en  même 
temps  une  hypothese  au  sujet  de  la  permanence  si  différente  des  propriétés.  Il  est  a 
peine  nécessaire  de  faire  ressortir  que  l'opinion  ici  défendue  est  entièrement  différente 
de  l'idée  d'une  circulation,  dans  Ie  corps  adulte,  de  substances  determinant  la  forme. 
L'existence  de  pareilles  substances,  réclamée  par  l'explication  de  l'hérédité  des  carac- 
tères acquis,  a  été,  a  ma  conviction,  suffisamment  réfutée  par  M.  Weissmann. 

Toutes  ces  considérations  sur  l'ontogénie  et  la  phylogénie,  auxquelles  les  recher- 
ches sur  la  cécidiogénèse  nous  forcent  continullement,  me  semblent  encore  d'une 
grande  valeur  en  ce  qu'elles  montrent  avec  une  clarté  surprenante  l'existence  d'une 
profonde  analogie  entre  la  différenciation  résultant  de  l'ontogénèse  et  la  différen- 
ciation  résultant  de  la  variabilité. 

Il  me  semble  d'ailleurs  que  les  nombreux  écrits  des  derniers  temps  relatifs  a  la 
theorie  du  développement  ont  tous  en  général  Ie  même  cöté  faible,  de  démontrer  de 
lapartdeleurs  auteurs  si  peu  de  familiarité  avec  Ie  phénomène,  cependant  si  important 
pour  Ie  présent  sujet,  de  la  cécidiogénèse.    Je  crois  que  la  cause  de  ce  fait  est  de  na- 


')  De  bons  exemplcs  de  pareilles  variations  excessivement  instablcs  nous  sont 
fournis  par  beaucoup  de  fasciations,  surtout  celles  du  frêne,  du  saule,  de  l'érable  et 
de  l'aune.  On  peut  sans  peine  découvrir  une  série  de  formes,  en  partie  si  peu  con- 
stantes,  qu'elles  disparaisscnt  déja  plus  ou  moins  vite  au  cours  de  l'accroissement  en 
longucur  du  rameau,  pour  une  autre  partie  assez  constantes  pour  persistcr  aprés  la 
greffe,  auquel  cas  elles  pcuvent  être  cultivées  comme  variétés  de  pépinière;  une  dernière 
partie   enfin   est   sexuellemcnt   constante,   cc    qui  en  permet  la  propagation  par  semis. 
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ture  historique,  et  crcee  par  l't-tat  prt'-sent  des  manuels.  Beaucoup  d'auteurs  d'au- 
jourd'hui  considèrent,  sur  la  foi  des  opinions  de  jadis,  propagées  par  ces  livres  dont 
notre  jeunesse  est  imbue,  les  galles  ou  comme  de  simples  »productions  pathologiques«, 
dont  Ie  développement  obéit  a  d'autres  lois  que  celui  des  organes  normaux,  ou  comme 
des  »productions  irritatives»,  résultant  des  même  causes  que  p.  ex.  les  phénomènes 
de  courbure  par  croissance  présentés  par  certains  organes  sensibles.  On  conqoit  que 
des  idees  si  peu  claires  n'engagent  pas  a  une  étude  plus  approfondie.  Mais  du 
moment  que  l'on  s'occupe  plus  en  détail  et  sans  idees  préconques,  du  développement 
des  galles,  on  se  sent  amené  a  abandonner  toutes  ces  opinions,  et  a  prendre  les  galles 
pour  ce  qu'elles  sont:  des  productions,  qui  font  voir  sous  un  nouveau  jour  les  lois  de 
l'organogénie  normale  et  de  la  variabilité. 


Explication    des    figures. 

PI.  I. 

Fig.  I  (4).  Cynips  calicis  au  moment  de  la  ponte  (20  mars  1894J,  sur  iin  bourgeon 
floral  de  Quercus  cerris.  D'après  une  photographie.  Revétement  pileux  dessiné  seulement 
en  partie.' 

Fig.  2  (8).  Andricus  ccrri  au  moment  de  la  ponte  (15  mai  1894),  sur  un  jeune 
gland  de  Quercus  pedunculata.  D'après  la  photographie  d'une  pièce  conservée  dans 
l'alcool  Revétement  pileux  partiellement  représenté. 

Fig.  3  (18).  Tarière  et  ceufs  du  Cynips  calicis. 

Fig.  4  (18).  Tarière  et  ceufs  de  V Andricus  circulans. 

Fig.  5   (18).  Tarière  et  ceufs  de  \' Andricus  cerri. 

Qp  plaque  carrée,    Op  plaque  oblongue,    Wp  plaque  angulaire,    Lv  tarière. 
Ek  corps  de  l'oeuf.  Es  pédicule  de  l'ceuf. 

Fig.  6  (72).  CEuf  de  \' Andricus  circulans  fortement  grossi. 

Fig.  7  (4).  Rameau  de  Quercus  cerris  portant  des  galles  du  cerri  'i',  des  galles  du 
circulans  a,  issues  de  boutons  dormants,  et  des  galles  du  circulans  3,  issues  de  boutons 
destinés  a  s'ouvrir. 

Fig.  8  (9).  Galles  du  circulans  d'un  bouton  destiné  a  s"ouvrir,  dont  les  écailles  etc. 
ont  été  enlevées.  Les  galles  sont  développées  a  l'endroit  des  bases  des  feuilles,  et  sont 
insérées  au'dessous  du  sommet,  décomposé,  de  l'axe  du  bourgeon  (wp);  en  z'bt  et  vbt 
des  feuilles  mortes. 

Fig.  9  (8).  Deux  galles  de  cerri  sur  une  fleur  male  de  Quercus  cerris.  Chacune 
des  galles  montrait  nettement  une  moitié  d'anthère  desséchée  (anf).  L'axe  floral  est 
figuré  par  aes,  la  bractée  par  sbt,  les  trois  étamines  visibles,  non  métamorphosées  en 
galles,  par  ant. 

Fig.  10  (18).  Coupe  longitudinale  de  la  fig.  2  pour  montrer  la  position  de  l'oeuf  du 
cerri  Ek  Es,  entre  la  cupule  ec  et  Ie  gland  e;  q  est  Ie  périanthe  desséché,  n  Ie  stigmate, 
p  l'anneau  de  méristème  de  la  cupule;   Lk  embrvon. 

Fig.  11  (30).  Début  de  l'enveloppenient  de  l'ceuf  du  cerri  (=  embryon  du  calicis) 
par  Ie  méristème  de  la  galle  gp;  Es  pédicule  de  l'ceuf  enfoncé  dans  la  cupule  ec; 
e  gland;  p  anneau   de  méristème  du  bord  de  la  cupule. 

Fig.  12  (5).  Coupe  longitudinale  de  deux  jeunes  galles  du  calicis  dans  une  cupule 
de  chêne  ec.  Au  milieu  Ie  jeune  gland  e;  lk  chambre  larvaire;  ge  cupule  de  Ia  galle; 
q  périanthe.  Dessiné  Ie  20  juillet   1894. 
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P'S-  13  (?)■  Jeune  galle  de  la  figure  précédente,  grossie;  !k  chambre  larvaire; 
ng  tissu  nourricier;  kr  tissu  a  cristaux  d'oxalate  de  calcium;  ps  +  sg  tissu  a  parois 
minces  rempli  en  partie  de  fécule,  et  correspondant  au  tissu  a  amidon  primaire  et 
secondaire  de  la  galle  du  kollari;  gr  tissu  cortical  a  parois  épaisses;  nb  cicatrice  de 
rorifice  de  la  loge;  ge  tissu  a  tannin  de  Ic  cupule  de  la  galle;  ep  épiderme  avcc  la 
couche  de  poils  a  mucilage  cl. 

Fig.  14  (réduite).  Aspect  de  trois  gallcs  du  calicis,  fixées  non  dans  des  cupules, 
mais  sur  les  glands  mêmes.  Les  galles  de  droite  et  en  bas  sont  insérées  non  loin  du 
sommet  du  gland,  et  sont  restées  petites  par  suite  de  cette  position. 


PI.  II. 
Héliogravure  de  photograpliies  d'après  nature. 

Fig.  I  — 10  (légèrement  réduites).  Stades  du  développement  de  la  galle  du  calicis 
photographiés  d'après  des  matériaux  secs:  i,  2,  3  vers  la  mi-juillet;  4,  5,  6  au  com- 
mencement  d'aoüt;  7  et  9  en  septembre;  8  gland  avec  galle  du  calicis;  10  coupe  d'une 
galle  du  calicis,  montrant  l'insertion  ordinaire  dans  la  cupule  du  gland,  la  galle  interne 
et  la  cupule  de  la  galle. 

Fig.  II  (3).  En  a,  galles  du  circulans  müres,  non  encore  sorties,  dans  des  bourgeons 
qui  portent  en  même  temps  des  chatons  males. 

Fig.  12  (4).  Galles  du  circulans,  déja  abandonnées,  dans  un  bourgeon  dormant. 

Fig.  13  (4).  Jeune  galles  du  cerri,  de  mes  cultures,  sur  des  chatons  males  en  train 
de  s'ouvrir.  A  gauche  Ie  bourgeon  du  Q.  cerris  avec  feuilles  stipulaires  longues,  déve- 
loppées  en  écailles  de  bourgeon. 


PI.  III. 
Héliogravure  de  photographiés    d'après   nature. 

Fig.  I  (10).  Cynips  calicis.  L'annimal  était  encore  en  vie,  et  faisait  vibrer  l'antenne 
gauche,  qui  est  pa  la  trop  épaisse. 

Fig.  2  (10).  Femelle  de  guêpe  du  cerri   {Andricus  cerri). 

Fig.  3   (10).  Femelle  A'' Andricus  circulans. 

Fig.  4  (10).  Male  A' Andricus  circulans. 

Fig.  5  (7).  Silhouette  d'une  guêpe  du  cerri  en  train  de  pondre,  conservée  dans 
l'alcool. 

Fig.  6  (6).  Photographie  directe  d'une  guêpe  du  cerri  en  train  de  pondre,  d'après 
une  préparation  sèche.  L'axe  de  l'inflorescence  est  collé  au  moyen  d'un  morceau  de 
papier. 

Fig.  7  (3).  Rameau  de  Quercus  cerris  avec  un  groupe  de  galles  de  \' Andricus  bur- 
gundus;  d'après  une  préparation  sèche  de  M.  Ie  professeur  Wachtl. 

Fig.  8  (10).  Male  (80)   et  femelle  (86)   d'Andricus  cerri,  conservés  dans  l'alcool. 
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Het  bacteriologisch  laboratorium  der 
Polytechnische  School. 

Rede,  Delft,  1897')- 

But  then  our  subjects  are  so  glorious,  that  to 
work  at  them  rejoices  and  encourages  the  feeblest, 
delights  and  enchants  the  strongest.      Faraday. 

Het  oogenblik  is  gekomen  om  stil  te  staan  bij  den  aard  en  de  bedoeling  van 
dit  Laboratorium.  Waarom  is  het  opgericht?  Welke  werkzaamheden  worden 
ei  in  verricht  en  zullen  er  in  de  toekomst  in  verricht  worden?  Waarin  bestaat  het 
bijzondere  karakter  van   Bacteriologisch  Onderzoek? 

De  naam  Bacteriologisch  Laboratorium  sluit  niet  volledig  het  doel  in,  waarvoor 
het  aan  de  P.  S.  werd  verbonden.  Niet  alleen  Bacteriologie,  maar  ook  Technische 
Mikroskopie  stond  op  het  programma,  waarmede  bij  de  oprichting  moest  worden 
rekening  gehouden.  Toch  is  de  naam  welgekozen,  want  daardoor  wordt  de  hoofd- 
beteekenis  der  inrichting  met  juistheid  aangewezen.  Technische  Mikroskopie  is  geen 
wetenschap,  het  is  de  toepassing  van  het  mikroskoop  bij  praktische  vraagstukken, 
welke  tot  verschillende  wetenschappen  kunnen  behooren.  Wenschte  men,  dat  ook 
dezebedoelingbijbenaderinguitdennaam  kon  worden  afgeleid,  zonder  het  wetenschap- 
pelijke karakter  van  dien  naam  op  te  offeren,  dan  zou  «Biologisch  Laboratorium» 
wellicht  't  meest  aanbeveling  verdienen,  hoewel  daardoor  den  schijn  gewekt  zou  wor- 
den van  een  veel  omvangrijker  beteekenis  der  inrichting,  dan  met  de  werkelijkheid 
overeenkomt,  want  de  term  Biologie  omvat  tevens  verschillende  andere  wetenschap- 
pen, welke  hier  niet  thuis  behooren,  zooals  bijv.  de  Zoölogie,  de  Pathologie,  de 
Embryologie  en  eenige  meer. 

Ik  zal  beginnen  met  de  strekking  van  het  onderwijs  in  de  Technische  Mikro- 
skopie uiteen  te  zetten,  maar  vooraf  een  woord  over  het  onderwijs  voor  de  Techno- 
logen aan  de  P.  S.  in  het  algemeen. 

De  bedoeling  daarvan  is  tweeledig:  ie  Het  geven  van  een  wetenschappelijke 
opleiding,  2e  Het  aanbrengen  van  nuttige  kennis.  Het  laatste  moet  naar  mijn  ge- 
voelen, uit  het  onderwijsoogpunt  over  het  algemeen  als  bijzaak  worden  beschouwd, 
want  daarvoor  is  eigenlijk  het  gansche  latere  leven  bestemd.  Een  wetenschappelijke 
opleiding  is  daarentegen   alleen   in   de   jeugd   te   verkrijgen,   en   wat  daardoor   o.   a. 


')  Bij  het  uitspreken  der  rede  waren  ook  het  Bestuur  der  P.  S,  en  de  Docenten 
der  Technologische  en  Mijnbouw  Afdeeling  tegenwoordig.  Ik  zeg  bij  deze  gelegenheid 
mijn  hooggeschatte  collega's  daarvoor  mijn  hartelijken  dank. 
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bereikt  wordt  is  de  geschiktheid  om  nuttige  kennis  van  nutteloos  weten  te  onder- 
scheiden en  gemakkelijk  tot  zich  te  nemen.  Niemand  kan  er  een  oogenblik  aan  den- 
ken, dat  uit  deze  woorden  en  uit  andere  dergelijke  toespelingen  in  mijn  voordracht 
geringschatting  voor  nuttige  kennis  zou  blijken;  ten  overvloede  wensch  ik  echter 
nog  te  herhalen,  dat  ik  die  als  een  gewichtige  levenstaak  beschouw,  en  alleen  mijn  ge- 
dachten uitspreek  over  de  beste  middelen  om  dit  ver  over  het  onderwijs  heenreikende 
doel  te  verwezenlijken  '■).  Aan  en  Polytechnische  School  moet  natuurlijk  het  streven 
bestaan  om  beide  doeleinden  zooveel  mogelijk  gelijktijdig  te  bereiken,  zonder  de 
subordinatie  daarvan  uit  het  oog  te  verliezen.  Dit  is  in  zoover  moeielijk,  als  de 
docenten  zich  daardoor  beperkt  kunnen  gevoelen  bij  de  keus  der  concrete  feiten  en 
voorbeelden,  waaraan  de  algemeene  beschouwingen,  —  als  grondslag  der  wetenschap- 
pelijke opleiding,  —  bij  voorkeur  moeten  worden  vastgeknoopt,  nl.  de  nuttige.  Maar 
het  is  voor  het  onderwijs  zelve  ten  slotte  toch  dubbel  vruchtbaar,  want  bijna  zonder 
uitzondering  is  alles  wat  nuttig  is  voor  het  praktische  leven  beter  doorgebracht, 
rijker  geworden  aan  wetenschappelijken  inhoud,  dan  de  in  de  groote  maatschappij 
minder  bekende  onderwerpen  en  dientengevolge  juist  daardoor  buitengewoon  geschikt 
het  onderwijs  belangrijk  te  maken  en  in  veelzijdige  richtingen  bij  begaafde  toehoor- 
ders ideeën  op  te  wekken.  En  zoo  kan,  en  naar  mijn  oordeel  moet,  zonder  het  tweede 
doel  op  te  offeren,  bij  het  onderwijs  vooral  aan  het  eerste  worden  gedacht,  terwijl  het 
najagen  van  nuttige  kennis  alleen,  niet  thuis  behoort  in  het  kader  van  vrije  studie 
en  hoogere  ontwikkeling. 

De  drie  middelen,  die  ons  ter  beschikking  staan  om  ons  doel  te  bereiken  zijn: 
de  colleges,  de  praktische  oefeningen  en  de  uitvoering  van  zelfstandige  wetenschap- 
pelijke onderzoekingen. 

Op  de  colleges  kunnen  de  theoretische  grondslagen  in  samenhang  behandeld,  de 
hoofdfeiten  geordend,  gegroepeerd  worden.  Het  nadeel  van  colleges  is,  dat  de  leer- 
lingen daarbij  op  den  achtergrond  treden,  de  individualiteit  van  den  leeraar  te  veel 
op  den  voorgrond ;  daarbij  komt  dat  vele  onderwerpen  voor  colleges  weinig  geschikt 
zijn.  Zeer  goed  geschikt  daarvoor  zijn  vakken,  waarbij  het  mogelijk  is,  uit  duidelijke 
concrete  gegevens,  door  korte  logische  redeneeringen  tot  scherp  omschreven  gevolg- 
trekkingen te  komen,  gelijk  dit  bij  de  Natuur-  en  de  Scheikunde  het  geval  is. 

Kan  meer  dan  elders,  naast  het  streven  naar  wetenschappelijke  vorming,  op 
het  verwerven  van  nuttige  kennis  het  zwaartepunt  gelegd  worden,  zooals  bij 
Mechanische-  en  Chemische  Technologie,  ook  dan  komen  colleges  tot  hun  volle 
recht. 

Worden  de  onderwerpen  der  voordrachten  meer  ingewikkeld,  vereischen  zij  veel 
mathematische  voorbereiding,  dan  kunnen  de  draden  der  redeneering  van  den  leer- 
meester, ook  al  blijven  zij  zichtbaar,  in  de  hoofden  der  toehoorders  nu  en  dan  afbreken 
en  dan  wordt  de  stilte  van  de  binnenkamer  onschatbaar  voor  't  opnieuw  aanknoopen 
ervan. 

Buitengewoon  groot  worden  de  moeielijkheden  echter,  wanneer  de  draden,  die 
de  feiten    verbinden    eerst    zichtbaar    worden  door   de    aaneenschakeling  van   lange 


')  Dat  ik  alle  zuiver  wetenschappelijke  ontdekkingen,  ook  al  schijnen  zij  slechts 
van  theoretisch  belang  te  zijn,  als  in  hooge  mate  nuttig  beschouw,  zal  ik  hier  wel 
niet   nader  behoeven  uit  een  te  zetten. 
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reeksen  van  die  feiten  zelve.  Dit  is  het  groote  bezwaar  bij  het  doccercn  der  Bio- 
Icgische  wetenschapen,  de  Bacteriologie  niet  uitgezonderd.  Kunnen  er  nu  zeer  veel 
uren  aan  de  behandeling  der  stof  besteed  worden,  dan  komen  de  leerlingen  ten  slotte 
toch  in  het  bezit  van  een  toereikend  feitenmateriaal  om  zelfstandig  te  oordeelen.  Maar 
als  ook  dit  niet  het  geval  is,  dan  is  van  de  colleges  niet  veel  vrucht  te  verwachten. 
Gelukkig  geldt  het  echter  ook  hier,  dat  het  er  minder  om  te  doen  is  om  kennis  te 
verzamelen,  dan  wel  om  zich  de  geschiktheid  daartoe  eigen  te  maken,  en  dat  deze 
geschiktheid  veel  beter  is  te  verkrijgen  door  laboratoriumwerk  dan  op  de  colleges.  Van- 
daar dat  op  Biologisch  gebied  de  praktische  oefeningen  op  zoo  gelukkige  wijze  te  hulp 
kunnen  komen.  Zeer  in  het  bijzonder  .nu  is  dit  alles  van  toepassing  ten  opzichte  van 
de  Technische   Mikroskopie. 

Op  een  college  behoort  deze  als  zoodanig  natuurlijk  in  't  geheel  niet  thuis,  om- 
dat de  verschillende  daaraan  ten  grondslag  liggende  wetenschappen,  —  grootendeels 
biologische,  —  eigenlijk  ieder  voor  zich  een  zelfstandig  college  zouden  vereischen, 
waarvoor  de  tijd  ontbreekt.  Nu  dient  hieruit,  weliswaar  ook  wat  de  oefeningen  be- 
treft, een  keus  gedaan  te  worden,  maar  tot  het  karakter  der  praktische  oefeningen 
behoort  juist,  dat  daarbij  het  scherpe  verschil  tusschen  de  wetenschappen  gedeeltelijk 
vervalt,  zoodat  bijbedoelingen  biiv.   het  nut,  die  keus  mede   kunnen  bepalen. 

In  verband  met  het  voorgaande  wil  ik  nu  de  volgende  vraag  trachten  te  beantwoor- 
den. Welke  is  de  beste  voorbereiding,  om  later,  als  het  praktische  leven  zal  zijn 
gekomen,  handig,  vlug  en  zeker  het  mikroskop  te  gebruiken,  voor  de  beantwoording 
van  de  uiterst  veelzijdige  vragen,  die  door  een  ervaren  onderzoeker  daarmede'  kunnen 
worden  opgelost? 

Ik  weet,  dat  het  antwoord  op  deze  vraag  verschillend  kan  zijn,  omdat  daarbij 
steeds  neiging  bestaat  de  leerschool,  welke  men  zelve  doorloopen  heeft  te  overschat- 
ten. En  toch  geloof  ik  niet,  dat  het  alleen  daardoor  komt,  dat  ik  voor  mij  zelf  om- 
trent dit  punt  geen  oogenblik  in  twijfel  ben.  Ik  ben  botanist  en  het  is  mijn  stellige 
meening,  dat  de  planten-anatomie  en  een  deel  der  plantenphysiologie  de  praktische 
leerschool  moeten  zijn  voor  den  technischen  mikroskopist.  Mocht  de  tijd  voor  een 
college  beschikbaar  zijn,  dan  zou  het  over  dit  vak  moeten  loopen,  maar  ik  ben  van 
oordeel,  dat  het  laboratoriumwerk  alleen  voldoende  is,  ja,  om  de  redenen  welke  ik 
boven  uiteen  zette,  verreweg  de  voorkeur  boven  colleges  verdient.  Niet  het  geheugen, 
maar  het  waarnemingsvermogen  en  het  nadenken  moeten  hier  geoefend  worden  en 
dat  kan  het  beste  in  de  praktische  lessen  worden  bereikt.  Ik  geloof  dan  ook,  dat  ik 
niet  alleen  sta  in  mijn  opvatting  omtrent  de  beteekenis,  welke  hierbij  aan  de  botanie 
moet  worden  toegekend.  Want  spelen  niet  in  den  handel  en  in  de  industrie  de  waren, 
welke  aan  het  plantenrijk  ontleend  zijn  bijna  overal  een  hoofdrol?  Levensmiddelen, 
looimaterialen,  verfplanten,  vezelstoffen,  houtsoorten,  —  zij  kunnen  bij  dozijnen  op- 
gesomd worden.  En  heb  ik  niet  dubbel  recht  om  hier  ter  plaatse  zoo  te  spreken, 
wanner  wij  bedenken,  dat  de  tijd  zeker  niet  ver  meer  is,  wanneer  de  toepassing  van 
het  mikroskoop  op  de  materialen,  van  de  levenlooze  wereld  afkomstig,  in  het  Mikro- 
chemisch  Laboratorium  der  P  S.  den  triomftocht  zal  voortzetten,  welke  de  kracht- 
dadige bouwmeester  der  Mikrochemie  daaraan  heeft  weten  te  verzekeren? 

Ik  verkeer  in  het  aangename  geval,  dat  de  Nederlandsche  Regeering  bij  de 
stichting  van  dit  Laboratorium  mijn  raeening  heeft  overgenomen.  Er  is  aan  deze  in- 
richting een  proeftuin  verbonden,  niet  al  te  omvangrijk,  en  ook  niet  te  klein.    Tech- 
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niscli  belangrijke  planten  kunnen  daarin  in  overvloed  gekweekt  worden,  en  zoodoende 
zal  hier  na  weinige  jaren  een  uitmuntende  basis  voor  de  technische  mikroskopie  aan- 
wezig kunnen  zijn.  Ja  reeds  op  dit  oogenblik  is  er  heel  wat  in  voorhanden,  dat  ons 
dienen  kan.  Een  plantenkas,  bestemd  voor  proefnemingen  op  Bacteriologisch  gebied, 
en  een  lokaliteit  voor  het  aanleggen  van  een  collectie  spiritus-  en  droogpreparaten, 
geschikt  voor  het  onderviijs  tijdens  de  wintermaanden,  verhoogen  de  waarde  van  den 
tuin.  Oook  deze  aanhangselen  van  het  laboratorium  en  den  tuin  zijn  niet  overdreven 
groot,  maar  naar  mijn  meening  beknopt,  flink  ingericht  en  juist  voldoende  voor  hun 
tegenwoordige  bestemming. 

Ik  kom  thans  tot  de  beschouwing  van  het  tweede  en  verreweg  het  voornaamste 
gedeelte  van  de  taak,  welke  het  Bacteriologisch  Laboratorium  te  vervullen  heeft,  nl. 
tot  het   Bacteriologisch  Onderzoek  en  het   Bacteriologisch  Onderwijs. 

Ik  noem  hier  in  de  eerste  plaats  Onderzoek  en  eerst  in  de  tweede  het  Onderwijs. 
Ik  word  daartoe  gedwongen  niet  alleen  door  de  veel  hoogere  beteekenis,  welke  ik  per- 
soonlijk aan  onderzoek  toeken,  maar  in  ons  bijzonder  geval  ook  door  den  tegen- 
woordigen  toestand  onzer  uit  een  praktisch  oogpunt  zoo  uiterst  belangrijke  weten- 
schap. Wat  namelijk  het  deel  daarvan  betreft,  dat  hier  onderwezen  en  beoefend  be- 
hoort te  worden,  zijn  de  tot  nu  toe  bestaande  leer-  en  handboeken  niet  geschikt  om 
als  leiddraad  bij  een  praktischen  onderwijs-cursus  gebruikt  te  worden,  en  zelfs  de 
tijdschriften  bieden  daarvoor  nog  slechts  een  weinig  volledig  en  onvolkomen  door- 
gewerkt ruwmateriaal  aan;  overal  is  een  voorafgaand  zelfstandig  onderzoek  noodig, 
om  aan  de  proefnemingen  op  dit  gebied  dien  graad  van  zekerheid  te  verschaffen, 
welke  aanwezig  moet  zijn,  om  voor  den  beginner  werkelijk  leerzame  en  duidelijke 
resultaten  te  verkrijgen.  De  verhoudingen  zijn  hier  geheel  anders  als  bij  de  tech- 
nische mikroskopie,  waarbij  de  hulpwetenschappen  kant  en  klaar  zijn  en  door  tallooze 
hoofden  en  handen  voor  praktisch  onderwijs  in  elke  gewenschte  richting  zijn  door- 
gedacht en  doorgewerkt,  even  als  bij  de  schei-  en  natuurkunde,  waarvan  de  weten- 
schappelijke inhoud,  ook  een  hooge  graad  van  paedagogische  voortreffelijkheid 
bereikt  heelft.  Het  is  zeer  opmerkelijk,  dat  niettegenstaande  deze  omstandigheid, 
welke  uit  het  onderwijsoogpunt  nogal  zwaarwegend  schijnt  te  zijn,  toch  juist  de 
Bacteriologie  het  is  geweest,  welke  tot  de  oprichting  van  dit  laboratorium  heeft 
geleid,  en  het  is  een  eigenaardig  teeken  van  de  verandering,  welke  in  den  geest  der 
tijden  begint  door  te  dringen,  dat  zelfs  bij  het  onderwijs  veel  minder  dan  vroeger 
op  de  esthetische  en  theoretische  voleindiging  van  een  leervak  gelet  wordt  dan  op 
het  werkelijke  nut  daarvan  voor  de  samenleving.  En  zoo  is  het  gekomen  dat  de  Al- 
gemeene  Bacteriologie,  nog  weinig  geschikt  voor  een  systematischen  leercursus,  toch 
op  den  voorgrond  is  getreden  bij  het  opstellen  der  eischen,  waaraan  deze  inrichting 
moest  voldoen.  Hierbij  kon  dus  de  belangrijke  taak  om  onze  jonge  wetenschap  voor 
een  praktischen  leerkursus  geschikter  te  maken,  op  den  voorgrond  treden,  en  het  is 
mijn  hoop  daarin  langzamerhand  te  zullen  slagen,  waarvoor  echter  nog  heel  wat 
waarnemingen  en  onderzoekingen  zullen  vereischt  worden.  Bij  de  oprichting  van  dit 
laboratorium  is  met  deze  omstandigheden  rekening  gehouden  door  het  afzonderlijk 
inrichten  van  afdeelingen  voor  onderzoek  en  onderwijs. 

Zoodoende  is  door  de  Nederlandsche  .regeering  een  stap  gedaan,  in  de  naar 
mijn  oordeel  meer  en  meer  noodzakelijk  wordende  richting  om  aan  het  wetenschap- 
pelijk   onderzoek    meerder    zelfstandigheid    te    geven    naast    het    onderwijs,    een    om- 
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standigheid,  welke  ik  met  groote  voldoening  erken  en  waardeer.  Het  schijnt  mij  toe, 
dat  het  vertrouwen  in  de  juistheid  der  hier  getroffen  maatregelen  nog  toe  zal  nemen, 
wanneer  bedacht  wordt,  dat  zij  zijn  uitgevoerd  onder  het  bestuur  van  buitengewoon 
bekwame  ministers,  die  ook  in  andere  opzichten  blijken  hebben  gegeven  van  goed 
doorzicht  in  de  veranderde  eischen  der  samenleving. 

De  eigenlijke  richting  van  ons  laboratorium  is  natuurlijk  niet  gelegen  op  medisch 
gebied.  Niet  de  zieke  mensch  met  al  zijn  ellende  en  kwalen  zal  ons  bezighouden, 
maar  wij  zullen  in  de  eerste  plaats  handelen  over  en  voor  de  belangen  van  den  ge- 
zonden, krachtigen  man,  die  in  zijn  leven  iets  hoopt  tot  stand  te  brengen.  Het 
streven  van  het  laboratorium  zal  zijn  juiste  denkbeelden  te  verspreiden,  en  zoo 
mogelijk  verder  te  ontwikkelen  en  te  verdiepen,  aangaande  bouw  en  eigenschappen 
van  de  levende  stof  in  het  algemeen  en  van  de  directe  produkten  daarvan.  Ons 
arbeidsveld  zal  daarbij  gelegen  zijn  op  het  gebied  van  de  mikroben,  dat  is  van  de 
lagere  mikroskopische  organismen,  waarbij  de  meer  elementaire  krachten  van  het 
leven,  gescheiden  uit  het  hoogst  ingewikkelde  verband,  waarin  zij  ons  bij  de  hoogere 
vormen  bekend  worden,  zich  voor  nauwkeurig  en  betrekkelijk  eenvoudig  onderzoek 
bijzonder  goed  leenen  i).  Ook  zonder  omvangrijke  kennis  van  de  struktuur  en  de 
orgaanverrichtingen  der  hoogere  dieren,  zal  het  ons  daardoor  mogelijk  worden,  hel- 
dere inzichten  te  verwerven  aangaande  de  krachten  van  het  leven  in  onze  om- 
geving. 

Onze  studiën  zullen  hoofdzakelijk  betrekking  hebben  op  de  zoogenaamde  sapro- 
phytische  wezens,  dat  is  op  de  bewoners  van  organische  stoffen  van  den  meest  ver- 
schillenden aard,  veel  minder  daarentegen  op  de  parasieten  en  de  pathogene  mikroben, 
dat  zijn  de  bewoners  van  andere  levende  wezens,  welke  meer  behooren  tot  het  terrein 
van  de  botanie,  de  zoölogie,  de  medische  en  de  hygiënische  wetenschappen.  Niet  dat 
wij  de  laatste  hier  geheel  zullen  verwaarloozen,  dit  zou  reeds  daarom  onlogisch  zijn, 
omdat  bijv.  vele  der  meest  belangrijke  parasieten,  van  het  menschelijk  lichaam,  ook 
daarbuiten  kunnen  bestaan  en  in  zekere  gevallen  dan  als  saprophyten  voortleven.  Met 
zekerheid  geldt  dit  bijv.  van  de  bacteriën,  welke  cholera  en  typhus  veroorzaken,  en 
van  verschillende  andere  ziektekiemen,  waarvan  het  voorkomen,  en  wat  de  cholera- 
bacterie  betreft,  zelfs  het  voortbestaan  en  de  vermenigvuldiging  in  sterk  veront- 
reinigde wateren  is  aangetoond.  Maar  daarmede  komen  wij  op  het  gebied  der 
hygiëne,  die  toch  nimmer  tot  het  hoofddoel  van  dit  laboratorium  zal  kunnen  worden. 
Zij  is  bovendien  in  hare  algemeenheid  aan  onze  universiteiten  door  leerstoelen  ver- 
tegenwoordigd, zoodat  hier  alleen  met  die  onderdeelen  ervan,  welke  voor  de  industrie 
en  het  praktische  leven  belangrijk  zijn,  rekening  zal  moeten  gehouden  worden.  Voor 
ons  zullen  van  bijzonder  gewicht  zijn  alle  die  mikroben,  welke  ons  het  beste  in  staat 
stellen  de  eigenschappen  der  levende  cellen  op  de  duidelijkste  en  meest  veelzijdige 
wijze  te  leeren  kennen,  en  verder  alle  die  levensvormen,  welke  den  industrieel  en 
den  chemicus  bijzonder  belang  inboezemen,  hetzij  door  de  ingrijpende  omzettingen, 
welke  zij  in  de  organische  en  anorganische  stoffen,  waarin  zij  leven  teweeg  brengen, 
hetzij  door  wat  zij  daarvan  vernietigen  of  daaruit  voortbrengen.  Wij  zullen  de  mid- 
delen leeren  kennen  om  de  schuilhoeken  dezer  wezens  op  eenvoudige  wijze  zichtbaar 


')   Aan    dit    deel    der    biologische  wetenschap    geeft    men    tegenwoordis   den  naam 
van  Mikrobiologie. 
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te  maken,  en  trachten,  waar  dit  tot  nu  toe  niet  gelukt  is,  door  zelfstandig  onderzoek 
verder  te  komen. 

Reeds  hebben  deze  studiën  tot  een  buitengewone  verruiming  van  onzen  blik  op 
de  werkingen  van  het  organische  leven  aanleiding  gegeven.  In  tal  van  gevallen  waar 
vroegere  geleerden  slechts  meenden  te  moeten  denken  aan  zuiver  chemische  omzettin- 
gen, is  het  gebleken,  dat  levende  mikroben  de  werkzame  factoren  zijn,  waardoor 
evenzoovele  onzekere  en  vage  beschouwingen  uit  de  wetenschap  zijn  verdwenen. 
Zonderlinge  wezens  zijn  daarbij  bekend  geworden,  wier  levensvoorwaarden  zeer 
verschillen  van  de  schematische  voorstellingen,  welke  de  vroegere  wetenschap  zich 
aangaande  de  krachten  van  het  leven  meende  te  moeten  vormen.  Laat  ik  dit  nog  door 
een  paar  voorbeelden  toelichten. 

Ik  kies  daartoe  in  de  eerste  plaats  organismen,  welke  een  hoofdrol  spelen  bij 
den  akkerbouw.  Onder  de  vele  soorten,  die  daarbij  ongetwijfeld  belangrijk  zijn,  is 
het  vooral  één  groep  waarvan  de  beteekenis  en  het  groote  nut  met  bijzondere  duide- 
lijkheid zijn  bekend  geworden.  Ik  bedoel  hier  de  bacteriën  van  de  zoogenoemde  nitri- 
ficatie,  dat  is  van  den  overgang  van  de  ammoniumzouten  van  den  bodem  in  salpeter- 
zure  zouten.  Dit  is  gebleken  een  der  hoofdprocessen  te  zijn,  waarop  het  vruchtbaar 
worden  van  de  akkers  berust.  Het  hierbij  betrokken  chemisme  omvat  twee  phasen. 
De  eerste  dezer  phasen  is  de  overgang  van  ammoniak  in  salpeterig  zuur,  de  tweede, 
die  van  salpeterigzure  zouten  in  nitraten.  Aan  deze  beide  phasen  beantwoorden 
bijzondere  mikroben;  de  oxydatie  van  de  ammoniakzouten  tot  nitrieten  wordt  bezorgd 
door  de  nitrietmonade,  de  oxydatie  van  het  nitriet  tot  nitraat  door  de  nitraatbacterie. 
Beide  organismen  zijn  letterlijk  overal  in  de  meer  oppervlakkige  lagen  van  den  grond 
en  daarbij  in  zeer  groot  aantal  aanwezig.  Zoo  telde  ik  in  een  cub.  centim.  aarde  uit 
een  tuin  te  Delft  13000  nitrietmonaden. 

Chemische  processen  als  de  hier  genoemde  zijn  op  zich  zelve  beschouwd  reeds 
zeer  merkwaardig,  en  zij  worden  dit  in  buitengewone  mate,  wanneer  zij  aan  het 
leven  moeten  worden  toegeschreven. 

Maar  de  hoofdreden  waarom  de  hierbij  werkzame  organismen  zoo  bijzonder 
belangwekkend  zijn  is  daarin  gelegen,  dat  zij  geheel  anders  dan  de  overgroote  meer- 
derheid hunner  verwanten,  zich  alleen  dan  ontwikkelen  en  alleen  dan  hun  bijzondere 
chemische  functiën  uitoefenen,  wanneer  alles,  wat  naar  organisch  voedsel  zweemt, 
zooveel  mogelijk  verwijderd  is.  Leidingswater  met  een  weinig  kaliumphosphaat  en 
een  ammoniakzout  en  geïnfecteerd  met  een  spoor  tuingrond  is  daarom  bijzonder  ge- 
schikt voor  hun  ontwikkeling  en  dientengevolge  voor  nitrificatie.  Intusschen  hebben 
nauwkeurige  onderzoekingen  mij  geleerd,  dat  sporen  van  organisch  voedsel  ook  hier 
niet  mogen  ontbreken,  en  dat  de  tegenwoordig  heerschende  meening,  volgens  welke  de 
nitriet-  en  de  nitraatniikroben  hun  koolstofbehoefte  uit  het  koolzuur  van  de  lucht 
zouden  kunnen  dekken,  onjuist  is. 

Een  ander  voorbeeld. 

Een  der  eerste  praktische  proeven,  welke  door  U  in  het  Bacteriologisch  Labora- 
torium zullen  gedaan  worden,  is  het  opkweeken  uit  het  stof  onzer  omgeving,  of  uit  de 
aarde  van  wegen  en  tuinen,  van  organismen  wier  kiemen  zelfs  tegen  kookhitte  van 
water  bestand  zijn  en  dientengevolge  in  levenden  toestand  in  gekookte  spijzen  en 
dranken,  welke  op  gewone  wijze  zijn  toebereid,  kunnen  voorkomen.  Door  deze  on- 
verwachte, en  in  vergelijking  met  de  overige  levende  wereld  geheel  afwijkende  ver- 
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houding,  zijn  zij  eenmaal  de  hoofdaanleiding  geweest  tot  een  langdurigen  strijd 
tusschen  verschillende  natuuronderzoekers.  De  meesten  daarvan  beweerden  dat,  daar 
het  in  duizende  gevallen  met  de  meest  verschillende  schepselen  proefondervindelijk 
was  aangetoond,  dat  het  kookpunt  daarvoor  doodelijk  is,  wel  met  beslistheid  moest 
worden  aangenomen,  dat  dit  een  natuurwet  zonder  uitzondering  moest  zijn,  en  men 
wees  daarbij  gaarne  op  de  coagulatie-temperatuur  van  het  eiwit,  dat  is  van  de  che- 
mische stof,  die  in  de  organische  wezens  zoo  algemeen  verspreid  is,  welke  coagulatie- 
temperatur  ver  onder  het  kookpunt  van  water  is  gelegen.  Boven  de  temperatuur 
waarbij  het  eiwit,  —  de  chemische  grondslag  van  het  leven,  —  van  natuur  is  ver- 
anderd, moet  het  leven  zelve,  zoo  zeide  men,  a  priori  als  onbestaanbaar  beschouwd 
worden.  Veel  eenvoudiger  scheen  het  dezen  geleerden  toe  om  aan  te  nemen,  dat  in 
gekookte  vloeistoffen  waarin  toch  levende  wezens  zichtbaar  worden,  deze  door 
generatie  spontanea  of  »oervoortbrenging«,  dat  is  door  een  chemische  omzetting  van 
deorganischestof  zelve  in  levende  stof,  zouden  kunnen  ontstann.  Zij  beriepen  zichdaar- 
bij  op  het  feit,  dat  bij  den  groei  het  opgenomen  voedrel  toch  ten  slotte  ook  in  levend 
materiaal  verandert,  en  beweerden  daarom  dat  de  logica  verplicht  in  de  spontane 
generatie  niets  anders  te  zien  dan  de  continuïteit  van  de  ontwijfelbare  processen  van 
voeding  en  groei  i).  In  den  anderen  kamp  schaarden  zich  de  weinigen  die  aannamen, 
dat  in  gekookte  vloeistoffen,  waarin  zich  toch  levende  wezens  ontwikkelen,  kiemen  moesten 
aanwezig  zijn,  welke  kookhitte  kunnen  verdragen  en  dat  de  nieuwere,  door  Bastian 
in  Engeland,  door  Pasteur  in  Frankrijk  en  door  Cohn  in  Duitschland  genomen 
proeven  met  zekerheid  bewezen,  dat  zoodanige  kiemen  bestonden.  Zij  waren  echter 
genoodzaakt  hierbij  tevens  aan  te  nemen,  dat  zulke  resistente  kiemen  uiterst  algemeen 
verspreid  moeten  zijn,  en  zoowel  in  het  zonnestof  van  den  dampkring,  als  in  de  on- 
zuiverheden  van  het  glaswerk  en  in  de  onderzochte  organische  stoffen  zelve  is 
zeer  groot  getal  moeten  voorkomen.  Hoe  onwaarschijnlijk  dit  aanvankelijk  ook 
mocht  schijnen,  de  ondervinding  heeft  met  zekerheid  geleerd,  dat  het  werkelijk 
zoo  is,  en  het  zal  U  verrassend  gemakkelijk  vallen,  om  in  dezen  kamp  partij  te 
kiezen,  • —  verassend  gemakkelijk  met  het  oog  op  de  te  nemen  proeven  en  bedenkende 
hoeveel  eeuwen  er  zijn  verloopen  eer  deze,  ook  uit  het  praktische  oogpunt  zoo  ge- 
wichtige ervaring,  tot  klaarheid  is  gekomen. 

Met  behulp  van  de  bacteriologische  kultuurmethoden  en  onder  voortdurende 
controle  van  het  mikroskoop,  zal  het  U  blijken,  dat  deze  kiemen  niet  alleen  uiterst  al- 
gemeen zijn,  maar  dat  zij  behooren  tot  een  groot  aantal  soorten  van  zeer  verschillende 
organismen,  waaronder  bijv.  vele  van  de  voor  het  dagelijksch  leven  zoo  hoogst  be- 
langrijke bacteriën  welke  de  rotting  van  eiwitachtige  stoffen  veroorzaken.  Zij  zijn 
de  spil,  waarom  alle  vragen,  welke  op  het  conserveeren  van  voedingsmiddelen  be- 
trekking hebben,  zich  bewegen.  Zij  zijn  het  die  voor  den  natuuronderzoeker  het 
zonnestofje,  waardoor  de  lichtstraal  in  een  donkere  kamer  zichtbaar  wordt,  even  be- 
langwekkend hebben  gemaakt  als  die  lichtstraal  zelve. 


')  Zoo  besluit  bijv.  Bastian  zijn  boek  i-Evolution  and  the  Origin  of  Life,  met  de 
volgende  schoon  klinkende  woorden:  «Meanwhile  let  none  forget  tbat  .  .  we  may  as 
reasonably  doubt  the  fact  that  Living  Matter  grows,  as  we  may  doubt  tlie  fact  that 
it  can  arise  independently,  —  and  further,  tliat  Origin  and  Gruuth  are  in  essence 
merely  stages  of  one  and  the  same  process.» 
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Gaarne  zou  ik  u  nog  andere  gevallen  van  onverwachte  levensvoorwaarden  van 
mikroben  willen  noemen  dan  de  twee  beschouwde,  maar  thans  ontbreekt  daarvoor  de 
tijd.  Het  is  bovendien  niet  alleen  door  zulke  eigenschappen,  dat  de  mikroben  ons  tot 
verdere  proefneming  uitlokken,  of  laat  ik  liever  zeggen  noodzaken,  zij  doen  dit  niet 
minder  door  hunne  verre  verspreiding  en  hun  verbazend  aantal.  Zoo  is  bijv.  de 
genoemde,  bij  kookhitte  resistente  groep,  naar  het  soorten-aantal  slechts  een  klein 
onderdeel  van  de  onzichtbare  organische  wereld,  die  wèl  door  kookhitte  wordt  ver- 
nietigd en  evenzeer  gevonden  wordt,  zoowel  in  het  zonnestof  van  de  atmosfeer,  als  in 
het  stof,  dat  alle  voorwerpen  van  dagelijksch  gebruik  bedekt,  zooals  meubels,  kleeren, 
huisraad,  boeken,  —  zoowel  in  het  slijk  en  zand  van  straten  en  wegen,  als  in  den 
grond  van  bosschen  en  velden.  Voeg  daarbij  nog  een  tallooze  menigte  van  mikro- 
skopische  wezens,  welke  aan  de  zee  en  de  binnenwateren  eigen  zijn,  verder  de  rijke 
flora's  van  de  meeste  voedingsmiddelen,  eindelijk,  die  van  de  vele  organische  stofïen, 
welke  in  de  natuur  aan  zichzelf  overgelaten,  de  prooi  worden  van  bijna  voor  elke  stof 
eigendommelijke  soorten  en  die  het  bekende  gezegde  tot  waarheid  maken:  »rien  n'est 
proie  de  la  mort  tout  est  proie  de  la  vie«,  dan  kunt  gij  1.'  eenig  denkbeeld  vormen 
van  de  verscheidenheid  en  de  veelheid  der  levende  wezens,  welke  in  het  Bacterio- 
logisch Laboratorium  het  voorwerp  van  onderzoek  en  studie  zullen  uitmaken. 

Alle  Bacteriologische  proeven  ontleenen  een  eigenaardig  karakter  aan  den  aard 
der  voorzorgen,  waarvan  hun  welslagen  afhankelijk  is,  en  zij  vormen  daardoor  een 
oefenschool  voor  den  geest,  welke  op  gelijke  lijn  moet  gesteld  worden  met  die,  welke 
het  praktisch  onderzoek  op  het  gebied  der  schei-  en  natuurkunde  verschaft.  Deze 
voorzorgen  zijn  gewoonlijk  eenvoudig,  vaak  zelfs  nietig  en  klein,  maar  zij  vereischen 
aanhoudende  aandacht  en  opmerkzaamheid  en  een  zekere  fijnheid  in  het  manipuleeren, 
die  den  beoefenaar  langzamerhand  tot  een  goed  waarnemer  kan  maken.  Ook  dit  wil 
ik  door  een  voorbeeld  toelichten. 

Bederf,  gisting,  rotting  zijn  processen,  welke  in  plantensappen  of  in  extrakten 
van  dierlijke  zelfstandigheden  door  levende  mikroben  worden  teweeggebracht  en  hier 
vooral  meende  men  de  duidelijkste  bewijzen  te  vinden  voor  den  direkten  overgang 
van  het  plantaardige  of  dierlijke  eiwit,  in  de  bederfkiemen,  dat  is  van  de  spontane 
generatie,  waarover  ik  reeds  gesproken  heb  en  waarop  ik  thans  in  ander  verband 
weder  terugkom. 

Pasteur  toonde  aan,  dat  de  voorstanders  van  deze  hypothese  bij  hun  proeven  nog 
een  geheel  andere  en  veel  meer  voor  de  hand  liggende  fout  hadden  gemaakt,  dan  hun 
bovengenoemde  vergissing  omtrent  het  vermeende  niet  bestaan  van  tegen  kookhitte 
bestand  zijnde  levende  wezens.  Zij  hadden  een  voorzorgsmaatregel  verwaarloosd, 
welke  zoo  nietig  en  eenvoudig  schijnt,  dat  men  zich  eigenlijk  niet  genoeg  verwon- 
deren kan,  waarom  eerst  een  Pasteur  in  staat  geweest  is  om  daarop  te  wijzen  en 
voort  te  bouwen. 

Wat  hier  verwaarloosd  was   is  het   volgende. 

Men  had  verzuimd  maatregelen  te  nemen  om  de  bederfkiemen,  welke  wellicht 
van  uit  de  omgeving  in  de  onderzochte  materialen  konden  overgaan,  buiten  te  sluiten. 
Pasteur  bereikte  dit  doel  door  een  hoogst  eenvoudige  voorzorg:  hij  plaatste  een  watte- 
prop  in  den  hals  der  kolven,  waarmede  hij  zijn  proeven  deed  om  aan  't  stof  uit  de 
lucht  den  toegang  te  beletten,  zonder  de  lucht  zelve  af  te  sluiten.  Hiertoe  bepaalde 
hij    zich  echter  niet   alleen,  ook   anderen   hadden  dit   reeds  vóór   hem   gedaan,   zonder 
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tot  een  beslissend  resultaat  te  komen.  Maar  hij  plaatste  die  watteprop  op  zijn  kolven 
en  kultuurapparaten  op  een  oogenblik,  dat  de  inwendige  glaswand  daarvan,  nog  on- 
mogelijk bezaaid  kon  zijn,  met  vroeger  uit  de  lucht  of  op  andere  wijze  daarop  gevallen 
of  gebrachte  kiemen,  wel  inziende  dat  het  onverschillig  is  of  de  bederfkiemen  tijdens 
de  proefneming  of  reeds  eer  deze  begon  gelegenheid  vonden  om  toe  te  treden,  en  juist 
dit  was  door  zijn  voorgangers  verwaarloosd.  Hij  bereikte  zijn  doel  door  het  glas- 
werk vooraf  sterk  te  verhitten,  waardoor  alle  daaraan  gehechte  levende  kiemen  ver- 
brand worden.  Zoodoende  werd  Pasteur  de  uitvinder  van  de  stofwerende  afsluitingen 
en  de  ontdekker  van  de  noodzakelijkheid  om  het  glaswerk  vóór  elke  bacteriologische 
proef  vooraf  te  sterilisieeren,  —  dat  is  de  naam,  welke  men  tegenwoordig  aan  het 
vernietigen  van  de  levende  kiemen  geeft.  Deze  en  vele  andere  overeenkomstige  later 
in  toepassing  gebrachte  maatregelen  had  ik  op  't  oog  toen  ik  U  sprak  van  de  fijnheid 
in  het  manipuleeren,  voor  onze  onderzoekingen  vereischt. 

Maar  is  het  niet  tevens  een  getuigenis  voor  de  onbegrensde  gevolgtrekkingen, 
waartoe  experimenteele  wetenschappen  kunnen  voeren,  dat  de  scherpe  formuleering 
van  de  twee  karakteristieke  vragen:  »Hebt  gij  het  glaswerk  voor  uw  proeven  gesterili- 
seerd»? en  »Hebt  gij  bij  uw  proeven  voor  de  afsluiting  van  de  kiemen  uit  de  omge- 
ving zorg  gedragen*  ?  dat  deze  beide  vragen  een  volledige  omkeer,  niet  alleen  in  de 
geneeskunde  en  de  hygiène,  maar  zelfs  in  onze  algemeene  opvattingen  over  de  eigen- 
schappen van  het  organische  leven  hebben  kunnen  teweegbrengen,  en  dat,  door  de 
consequente  toepassing  dezer  proefondervindelijke  gegevens  in  de  laboratoriën  een 
nieuwe  reeks  van  overwinningen  van  de  biologische  wetenschap  ten  nutte  van  het  prak- 
tische leven  is  begonnen  ?  Voorwaar  een  grootsch  resultaat  van  eenvoudige  voor- 
zorgsmaatregelen en  een  groote  aanmoediging  om  hoopvol  de  resultaten  van  toe- 
komstige proefneming  te  gemoet  te  zien. 

\'oor  het  welslagen  van  elk  experiment  op  bacteriologisch  gebied,  hoe  bescheiden 
de  daarvan  verwachte  uitkomsten  ook  wezen  mogen,  zijn  zoodanige  schijnbaar  nietige 
voorzorgen  en  overwegingen  essentieel,  waarvan  ten  slotte  nog  een  enkel  voorbeeld. 
Gesteld,  men  wenscht  een  bacteriologisch  wateronderzoek  te  doen.  Het  eerste  wat 
daarbij  gewoonlijk  wordt  vastgesteld  is  het  aantal  bacteriën  per  cub.  centim.  water. 
Ditgeschiedtdoorhetwatertebrengen  in  of  op  een  vast  voedingsmateriaal,  geschiktom 
de  aanwezige  bacteriën  ter  plaatse  waar  zij  te  land  komen,  niet  alleen  vast  te  houden, 
maar  door  voeding  tot  zoodanige  vermenigvuldiging  te  brengen,  dat  zij  zich  tot  ko- 
loniën ontwikkelen,  dat  ist  tot  uit  vele  duizende  individuen  bestaande  groepen,  welke 
met  het  ongewapend  oog  kunnen  waargenomen  en  geteld  worden.  Maar  wat  leert  nu 
de  ondervinding?  Zij  leert,  dat  de  geringste  verschillen,  welke  in  den  aard  van  den 
voedingsbodem  voorkomen,  zich  afspiegelen  in  het  aantal  bacteriën,  welke  op  die 
wijze  per  cub.  centim.  water  worden  gevonden.  Zoo  zal  een  verschil  in  het  alkali- 
gehalte van  den  voedingsbodem,  beantwoordende  aan  bijv.  '/m  cM.^  normale  loog  per 
honderd  cM.^  van  het  voedsel  een  enormen  invloed  op  het  gevonden  aantal  bacteriën 
kunnen  uitoefenen.  Zeer  geringe  verschillen  in  de  concentratie  van  zekere  andere 
stoffen  bijv.  zouten,  waardoor  de  osmotische  spanning  van  den  voedingsbodem  ver- 
anderd wordt,  zullen  op  overeenkomstige  wijze  werken.  Ook  temperatuursverande- 
ringen in  het  onderzochte  watermonster,  de  tijd  gedurende  welke  het  werd  bewaard, 
zelfs  de  lichtinsolatie  waaraan  het  w^as  blootgesteld,  kunnen  groote  verschillen  in  het 
resultaat  teweegbrengen.  Voor  den  bioloog  sprak  het  volstrekt  niet  van  zelve,  dat  deze 
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en  dergelijke  omstandigheden  op  het  anders  zoo  elastische  leven  van  overwegenden 
invloed  zouden  kunnen  wezen. 

Ik  heb  dit  voorbeeld  uitgekozen  omdat  de  eenvoudigheid  der  proef  en  hare  prak- 
tische belangrijkheid  voor  de  beoordeeling  van  de  werkzaamheid  der  zandfilters,  aan- 
leiding hebben  gegeven  om  deze  methode  van  wateronderzoek  in  zeer  vele  gevallen 
toe  te  passen.  Toch  heeft  het  jaren  geduurd  eer  de  beteekenis  daarvan  ten  volle  be- 
grepen is,  en  langen  tijd  werden  er  praktici  gevonden,  die  hun  geringschatting  niet 
verborgen.  Er  was  daarvoor  vroeger  reden  genoeg,  want  het  consequent  doorvoeren 
van  schijnbar  nietige  voorzorgen  is  moeielijk  en  verd  aanvankelijk  niet  genoeg  als 
essentieel  beschouwd,  waardoor  de  verkregen  uitkomsten  vaak  werkelijk  waardeloos 
waren.  Eerst  door  het  algemeen  worden  van  de  praktische  cursussen,  welke  door 
goed  onderrichtte  geleerden  in  de  hygiënische  laboratoriën  geleid  werden,  verbeterde 
de  logische  toepassing  der  noodzakelijke  voorzorgsmaatregelen  en  daarmede  de 
waarde  der  proefnemingen.  De  praktici  hebben  opgehouden  te  glimlachen,  bemer- 
kende dat  zij  zelve  belachelijk  werden,  en  er  zijn  tegenwoordig  op  vele  plaatsen 
kleinere  of  grootere  onderzoekingsstations  ontstaan,  in  hoofdzaak  of  uitsluitend  voor 
bacteriologisch  wateronderzoek  ingericht. 

Ik  heb  U  in  den  aanvang  op  de  moeielijkheden  van  het  kort  en  bondig  doceeren 
der  Bacteriologie  door  middel  van  colleges  gewezen.  Ik  wees  U  het  laatste  op  het 
eigenaardige  karakter  der  proefnemingen  op  dit  gebied  en  het  zal  U  niet  ontgaan, 
dat  ook  daarin  een  nieuw  bezwaar  voor  een  beknopte  voordracht  is  gelegen.  Maar  al 
die  essentieele  kleinigheden,  welke  in  een  voordracht  geen  plaats  vinden,  komen  bij  de 
praktische  oefeningen  als  het  ware  van  zelf  tot  hun  recht,  en  de  gelegenheid  tot 
het  volgen  daarvan  is  thans  aan  de  P.  S.  voor  goed  geopend. 

Mijne  Heeren  Studenten  1  Ik  ben  hiermede  voor  dit  uur  aan  't  einde  mijner 
beschouwingen  gekomen.  De  aanvankelijk  gestelde  vragen  aangaande  aard  en  be- 
doeling van  deze  inrichting  en  van  het  hier  te  geven  onderwijs,  heb  ik  in  eenige 
breede  trekken  en  door  enkele  beppaalde  voorbeelden  trachten  te  beantwoorden  en  toe 
te  lichten.  Dit  Laboratorium  is  thans  het  Uwe.  Daar  het  als  waarschijnlik  moet  wor- 
den beschouwd,  dat  de  tijd  voor  de  oprichting  ervan  nog  niet  gerijpt  zou  zijn,  indien 
wij  niet  konden  voortbouwen  op  den  vasten  grondslag,  welke  door  Pasteur  aan  de 
Mikrobiologie  gegeven  is,  wensch  ik  zijn  naam  op  dit  oogenblik  niet  te  vergeten, 
en  hoezeer  onder  omstandigheden  gebezigd,  waarbij  niet  alleen  aan  den  studietijdmaar 
ook  aan  het  latere  leven  moest  worden  gedacht,  zoo  komt  het  mij  toch,  of  wellicht  juister 
gezegd,  daarom  voor,  dat  ik  onze  inrichting  niet  beter  kan  inwijden  dan  door  de  vol- 
gende woorden,  waarmede  hij  bij  gelegenheid  van  zijn  zeventigjarig  jubelfeest  de 
Fransche  studenten  heeft  toegesproken,  eenigszins  gewijzigd  tot  de  mijne  te  maken 
en  thans  tot  U  te  richten.  —  Vertrouwt  u  toe  aan  den  dienst  der  waarheid  en  aan  het 
onderzoek  der  natuur,  gelijk  U  die  in  de  laboratoriën  worden  geleerd.  \"ertrouwt  U 
toe  aan  de  zekere,  aan  de  machtige  methoden  van  de  proefneming,  waarvan  alleen  de 
eerste  geheimen  ons  tot  nu  toe  bekend  zijn  geworden,  en  die  zich  heeft  doen  kennen 
als  een  krachtige  hefboom  van  de  beschaving  en  van  de  materieele  welvaart  der  volken. 
En  Gij  allen,  welke  ook  Uw  levensloop  moge  worden,  laat  U  niet  bereiken  door  een 
dwaas  en  nutteloos  scepticisme;  laat  U  niet  ontmoedigen  door  de  tegenspoeden  en 
teleurstellingen,  welke  zekere  uren  ongetwijfeld  ook  over  U  zullen  brengen.  Leeft 
en  arbeidt  in  den  reinen  vrede  van  de  werkplaatsen  en  de  bibliotheken.    Vraagt  U 
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zelven  allereerst  af:  Wat  heb  ik  gedaan  voor  mijne  wetenschappelijke  vorming?  En 
daarna,  wanneer  Gij  in  't  leven  zult  vorderen:  Wat  heb  ik  gedaan  voor  mijne  omge- 
ving en  voor  mijn  vaderland?  Tot  dat  het  oogenblik  zal  gekomen  zijn,  dat  Gij  wel- 
licht het  groote  geluk  zult  hebben  van  te  mogen  denken  iets  te  kunnen  bijdragen  tot  den 
vooruitgang  en  het  welzijn  der  menschheid.  Maar  hetzij  dat  Uw  pogingen  meer  of 
minder  door  het  noodlot  begtmstigd  worden,  Gij  behoort,  wanneer  het  eind  van  Uw 
loopbaan  begint  te  naderen,  het  recht  te  hebben  om  te  zeggen :  ik  heb  gedaan 
wat  ik  kon. 
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Emulsions-  und  Sedimentfiguren  bei 
beweglichen  Bakterien. 

Centralblatt  £ür  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  II.  Abteilung,  III.  Band,   1897, 

S.  r— 6. 

I.  Erzeugung  und  Natur  der  Figuren. 

Die  meisten  beweglichen  Bakterien  haben  die  folgende  Eigenschaft:  In  dunnen 
Schichten  ihrer  Nahrlösungen  reichlich  angehauft  bilden  sie,  beim  ruhigen 
Stehen,  im  Verlaufe  einiger  Minuten  eigentümliche  Ansamnilungen. 

Diese  bestehen  entweder  aus  saulen-  oder  leistenförinigen,  quer  durch  die  Dicke 
der  Flüssigkeit  (von  oben  nach  unten)  verlaufenden,  oder  plattenförmigen,  zu  Boden 
liegenden  scharf  begrenzten  Gruppen,  welche  voneinander  durch  eine  bakterienarme 
oder  bakterienfreie  Flüssigkeit  getrennt  sind. 

Die  leisten-  und  saulenförmigen  Ansammlungen  will  ich  als  Emulsionsfiguren, 
die  plattenförmigen  als  Sedimentfiguren  bezeichnen;  prinzipiell  handelt  es  sich  dabei 
jedoch  um  identische  Verhaltnisse.  Eine  genaue  Untersuchung  lehrt  niimlich,  daB 
Saulchen  und  Leisten  in  den  Emulsionsfiguren  schon  bald  nach  ihrer  Entstehung  eine 
breite  Basis  besitzen  (vergl.  den  Holzschnitt),  welche  sich  allmahlich  vergröBert 
durch  Herabsinken  der  Bakterien  aus  den  Saulchen,  derweise,  daB  letztere  schlieBlich 
ganzlich  verschwinden  und  die  Sedimentfiguren  sozusagen  Limite  der  Emulsions- 
figuren werden.  Unter  Umstiinden  kann  dieses  Herabsinken  jedoch  viele  Stunden  auf 
sich  warten  lassen.  Die  Entfernung  zwischen  den  Spitzen  zweier  benachbarten 
Saulchen  betragt  ca.  ^U — i  mm,  kann  jedoch  bis  zu  2  mm  und  mehr  steigen.  Zwi- 
schen den  Sedimentplatten  ist  die  Entfernung  gewöhnlich  kleiner.  Je  mehr  Bakterien, 
desto  kleiner  alle  Dimensionen. 

Die  Emulsionsfiguren  entstehen  am  besten  in  etwas  dickflüssigen  Medien,  z.  B. 
in  verflüssigten  Gelatinekulturen,  die  Sedimentfiguren  leichter  in  dunnen  Nahrlösun- 
gen, wie  Fleischbouillon,  doch  spielen  hierbei  die  spezifischen  Eigenschaften  der  Bak- 
terien eine  Hauptrolle,  und  es  giebt  Arten,  welche  auch  in  Wasser  kaum  anderes  als 
Saulchen  und  Leisten  erzeugen.  Sc  erhielt  ich  bei  Bacillus  punctatus,  B. 
p  c  r  1  i  b  r  a  t  u  s  ,  P  h  o  t  o  b  a  c  t  e  r  i  u  m  I  n  d  i  c  u  m  vorzugsweise  Sedimentfiguren, 
bei  Bact.  Zopfii  nichts  anderes  wie  Emulsionsfiguren,  bei  Bacterium  Termo 
beide  gleich  leicht. 

Nicht  alle  beweglichen  Bakterien  sind  fiir  die  Erzeugung  der  Emulsionsfiguren 
gleich  gut  geeignet.  Zwar  spielen  dabei  Dauer  und  Intensitat  der  Beweglichkeit, 
wie  unten  noch  nriher  angegeben  werden  wird,  eine  Hauptrolle,  jedoch  kommen  dabei 
auch  Artmerkmale  auf  eine  mir  bisher  nicht  ganz  klare  Weise  zum  Ausdruck.  So 
konnte  ich  mit  Bacillus  pyocyaneus  viel  schonere  Figuren  erhalten,  wie  mft 
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ebenso  stark  beweglichen  Varietaten  von  B.  f  1  u  u  r  e  s  c  e  n  s  1  i  q  u  e  f  a  c  i  e  ii  s  und 
B.  f  1.  non  1  i  q  u  e  f  a  c  i  e  n  s.  Cholera  verhielt  sich  wie  letztere  Arten.  Jedoch  sind 
in  allen  diesen  Fallen  die  Figuren  kraftig  genug  entwickelt,  um  damit  die  unten  zu 
iiennenden  Yersuche  auszufiihren.  Dagegen  war  es  mir  nicht  möglich,  bei  B. 
c  3'  a  n  o  g  e  n  u  s  überhaupt  Emulsionsfiguren  zu  erhalten. 

Für  die  Beobachtung  der  Emulsions-  und  Sedimentfiguren  mussen  die  Schichten 
in  Glasdosen  mit  gut  geebnetem  Boden  gegossen  und  auf  einen  dunkelschwarzen 
Tisch  gestellt  bei  gunstiger  Beleuchtung  betrachtet  werden.  Der  Entstehungsmodus 
der  Figuren  ist  nicht  mit  unbewaffnetem  Auge  zu  verfolgen,  sondern  erfordert  eine 
6-  bis  10  fach  vergröBernde  Lupe ;  obschon  die  dabei  stattfindenden  Vorgange  inter- 
essant sind,  muB  ich  es  unterlassen,  hier  alle  Details  zu  besprechen.  Für  die  Her- 
stellung  in  chemotaktischer  und  osmotischer  Hinsicht  recht  empfindlicher  Figuren 
können  nur  sehr  aktive  Bakterien,  d.  h.  junge,  kraftig  wachsende  Kuituren  verwendet 
werden,  worin  nur  wenige  sich  nicht  bewegende  Individuen  vorkommen.  Die  letzteren 
fallen  inert  zu  Boden  und  trüben  die  Schönheit  der  Versuche.  Bei  den  vertiüssigen- 
den  Arten  erhielt  ich  sehr  empfindliche  Emulsionsfiguren  einfach  durch  AusgieBen 
der  teilweise  verflüssigten  Kultur  aus  dem  Reagentienröhrchen  in  eine  tlache  Schale, 
vermischt  oder  nicht  vermischt  mit  ein  wenig  Fleischbouillon,  um  der  Schicht  die 
nötige  Dicke  zu  geben. 

Junges  Agarmaterial,  welches  für  Versuche  über  Beweglichkeit  und  so  auch  für 
die  Figurenbildung  besonders  empfehlenswert  ist,  bringt  man  in  Wasser  oder  in 
Bouillon  aufgerührt  in  die  Glasschale.  Solche  Bouilloninfuse  l.ïBt  man  dann  zunachst 
mehrere  Stunden  ruhig  stehen,  wobei  in  der  dunnen  Schicht  ein  kraftiges  Wachstum 
stattfindet.  Bei  den  verflüssigenden  Leuchtbakterien  soll  Fischbouillon  mit  3-proz. 
Kochsalz-  oder  Meereswasser  zum  Vermischen  verwendet  werden. 

Die  Schichten  sollen  nicht  dicker  wie  i  bis  2  mm  sein,  weil  die  Erscheinung  in 
dickeren  Schichten  ihre  Scharfe  einbüBt.  Sind  die  Schichten  jedoch  nur  ca.  K>  mm 
dick  oder  noch  dunner,  so  bilden  sich  die  Figuren  nicht.  Bei  guter  Versuchsanstel- 
lung  sind  die  Figuren  sehr  scharf  gezeichnet,  besonders  bei  den  wenig  durchsich- 
tigen  Bakterien  wie  Bacterium  Term  o,  weil  hierbei  die  Ansammlungen  mit 
trüblich-weiBer  Farbe  gut  kontrastieren  zur  schwarzen  Farbe  des  Tisches,  den  man 
durch  die  Zwischenraume  sieht.  Die  mehr  durchsichtigen  Arten,  wie  Bacillus 
perlibratus  und  Bacterium  Zopfii  sind  schwieriger  zu  beobachten,  den- 
noch  für  Versuche  sehr  geeignet.  Am  besten  sind  die  Figuren  mit  einer  groBen,  ca. 
zehnfach  vergröBernden  Lupe  zu  betrachten. 

Schüttelt  man  die  Flüssigkeit,  so  verschwindet  die  Emulsionsfigur  plötzlich,  um 
sich  jedoch  nach  einer  oder  ein  paar  Minuten  wieder  zu  bilden,  und  dieses  Spiel  kann 
man  tagelang  wiederholen;  da  jedoch  nur  die  beweglichen  Bakterien  bei  der  Figuren- 
bildung beteiligt  sind  und  viele  bewegungslos  zu  Boden  sinken,  geht  die  Schönheit 
der  Erscheinung  allmahlich  verloren,  weil  die  Zwischenraume  sich  dann  nach  dem 
Umschütteln  nicht  mehr  klaren. 

Die  Erklarung  der  Erscheinung  glaube  ich  wie  folgt  geben  zu  mussen:  Die 
Emulsionsfiguren  entstehen  durch  lokale  Strömungen ;  in  den  Zwischenraumen  steigt 
die  mit  Kohlensaure  gesattigte  Flüssigkeit  nach  oben,  in  den  Siiulchen  f.ïUt  die  mit 
Sauerstotï  gesattigte  Nahrlösung  nach  unten.  Eine  schwache  Verdunstung  und  kraf- 
tige  Atmung  mussen  der  Erscheinung  deshalb  förderlich  sein,  und  thatsiichlich  wirkt 
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eine  maöige  Erwarmung  gunstig.  LaBt  man  ein  Deckglas  auf  der  Flüssigkeit  treiben, 
io  entstelit,  wie  zu  ervvarten  war,  die  Emulsionsfigur  darunter  nicht,  wenn  Sauer- 
stoffbedürfnis  schon  eintritt,  bevor  die  Figur  sich  hat  ausbilden  können.  Einmal  ge- 
bildet  und  dann  mit  dem  Deckglas  überdeckt,  kann  sie  sich  aber  auftallend  lange 
halten,  jedoch  nur  dann,  wenn  sie  als  Sedimentfigur  zu  Boden  liegt;  die  aktiveren 
stabchenförmigen  Emulsionen  verflieBen  unter  dem  Deckglas  bald,  doch  verschwindet 
schliefilich  die  Sedimentfigur  ebenfalls  vollstandig.  DaB  meine  eben  gegebene  Er- 
klarung  richtig  ist,  glaube  ich  daraus  ableiten  zu  mussen,  daB  es  möglich  ist,  mit 
gewissen  unbeweglichen  Mikroben  Emulsionsfiguren  zu  erzeugen,  welche  denjenigen 
der  beweglichen  Bakterien  ahnlich  sind,  wenn  nur  beachtet  wird,  daB  die  Mikrobien 
nahezu  dasselbe  spezifische  Gewicht  wie  die  Nahrlösung  besitzen  und  kraftig  atmen 
mussen.  Diese  beiden  Eigenschaften  fand  ich  vereinigt  in  ziemlich  konzentrierter 
Würze,  welche  mit  Bierhefe  in  lebhafte  Garung  versetzt  wird.  Wird  die  dunne 
Schicht  nach  dem  Umschütteln  in  der  Glasdose  mit  der  Hand  erwarmt  und  dann 
luhig  sich  selbst  überlassen,  so  sammeln  die  Hefezellen  sich  in  kleinen  Flecken  an, 
welche  allmahlich  zu  Boden  sinkend  sich  zu  fünf-,  sechs-  und  siebeneckigen  Figuren 
abplatten,  die  voneinander  durch  hefefreie  Würze  getrennt  sind.  Dabei  bemerkt  man, 
iJaB  die  Kohlensaureblaschen  eben  in  den  Zwischenraumen  frei  kommen,  ja  oft  zu 
Boden  der  Glasdosen  zu  polyëdrischen,  den  Zwischenraumen  der  Hefeflecke  entspre- 
chenden  Figuren  adhariert  bleiben.  In  diesem  Falie  ist  es  deshalb  sicher,  daB  die 
sauerstoffhaltige  Flüssigkeit  oberhalb  der  Hefefelder  nach  unten  sinkt.  Die  Felde- 
rung  halt  sich  in  der  sedimentierten  Hefe  nur  kurze  Zeit  und  zu  weiteren  Versuchen 
konnte  sie  mir  keine  Veranlassung  geben.  Trotz  vieler  Versuche  ist  es  mir  noch  nicht 
gelungen,  leblose  Körper  zu  finden,  welche  zur  Bildung  ven  Emulsionsfiguren,  die  mit 
denjenigen  der  beweglichen   Bakterien   vergleichbar  sind,  Veranlassung  geben. 

Wie  man  aus  dieser  Beschreibung  bemerkt,  sehe  ich  in  meinen  Emulsionsfiguren 
zunachst  den  Ausdruck  physikalischer  Verhaltnisse.  DaB  die  beweglichen  Bakterien 
so  eminent  befahigt  sind  zu  deren  Erzeugung,  beruht,  wenigstens  zum  Teil,  wohl 
auf  der  Natur  ihrer  Körperoberflache,  speziell  auf  der  Gegenwart  der  Cilien,  jedoch 
auch  auf  ihrer  spezifischen  Schwere,  welche  wenig  von  der j enigen  ihrer  Nahrlösung 
verschieden  ist;  vielleicht  auch  noch  auf  anderen,  mehr  physikalischen  Eigenschaften. 
Jedoch  glaube  ich  annehmen  zu  mussen,  daB  besonders  ihr  SauerstofFbedürfnis  bei  der 
Entstehung  und  Erhaltung  der  Emulsionsfigur  beteiligt  ist,  und  daB  die  Saulchen  oder 
Platten  als  .Atmungsfiguren  *)  aufgefaBt  werden  mussen,  d.  h.  daB  die  Saulchen  bei 
Bacterium  Termo  z.  B.,  dessen  Atmungsfigur  zum  .A.ërobientypus  gehort,  die- 
jenigen  Stellen  bezeichnen,  wo  die  Bakterien  den  meisten  gelösten  Sauerstofï  vor- 
finden.  DaB  der  SauerstofF  dabei  eine  Hauptrolle  spielt,  geht  schon  daraus  hervor, 
daB  unter  einem  Deckglas,  welches  auf  der  Flüssigkeit  treibt,  wenn  es  nur  früh 
genug  aufgelegt  ist,  wie  gesagt,  keine  Emulsionsfiguren  entstehen,  offenbar,  weil  die 
Bakterien  dann  eben  aus  Sauerstoffbedürfnis  nicht  zur  Ruhe  kommen. 

SoUte  es  gelingen,  Emulsionsfiguren  mit  anaëroben  Bakterien  zu  erzeugen,  so 
wird  darauf  vielleicht  noch  mehr  Licht  f  allen ;  bisher  ist  mir  das  jedoch  nicht  ge- 
lungen, obschon  ich  eben  gegenwartig  eine  mit  Oede  matis  maligni  verwandte 
Art  kultiviere,  welche  für  solche  Versuche  ganz  geeignet  erscheint. 


")   Centralblatt  fiir  Bakteriologie,  .\bt.  I,   Bd.  XIV,   1894,  p.  827. 
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Aus  der  Literatur  sind  mir  keine  Beschreibungen  bekannt  geworden,  welche  ganz 
auf  meine  Emulsionsfiguren  anwendbar  sind.  Xur  die  von  Julius  Sachs  unter 
dem  gleichen  Namen  beschriebenen  Anordnungsfiguren  der  Zoosporen  von  Grünalgen 
haben  damit  einige  Aehnlichkeit*).  Sachs  zeigt,  daB  die  Gruppierungen  der  Zoo- 
sporen,  welche  sich  an  der  Oberflache  des  Wassers  ausbilden,  also  ganz  anders  wie 
die  Bakterienfiguren,  durch  Warmeströmungen  bedingt  werden  -)  und  sehr  schön 
nachgeahmt  werden  können  mit  einer  Emulsion  von  mit  Alkanna  rot  gefarbtem  Baum- 
ö'.  in  einem  Gemische  von  Alkohol  und  Wasser  von  gleichem  spezifischen  Gewicht. 
Mehr  als  eine  entfernte  Aehnlichkeit  liegt  hier  jedoch  nicht  vor,  und  daB  ich  mich 
dennoch  entschloB,  den  gleichen  Namen  für  meine  Figuren  anzuwenden,  war  beson- 
ders  deshalb,  weil  ich  dadurch  Nachdruck  legen  wollte  auf  die  wichtige  RoUe,  welche 
physikalische  Strömungen  in  der  Flüssigkeit  nach  meiner  Ansicht  auch  bei  den  Bak- 
terienemulsionen   spielen. 

2.  Beschreibung  von  Bacterium  Term  o. 

Von  den  bisher  darauf  geprüften  beweglichen  Arten  haben  sich  mehrere  »Was- 
serbakterien«  als  besonders  geeignet  für  die  Erzeugung  der  Figuren  ergeben.  Eine 
der  allgemeinsten  davon  wünsche  ich  als  Bacterium  T  e  r  m  o  zu  bezeichnen, 
weil  sie  gut  übereinstimmt  mit  den  alteren  Beschreibungen  und  Abbildungen,  welche 
unter  diesem  Namen  veröffentlicht  sind,  wahrend  ich  keine  neuere  Beschreibung 
kenne,  welche  darauf  ganz  paBt;  vielleicht  ist  Bacillus  punctatus  Zimmer- 
mann  ' )  davon  nur  eine  \'arietat.  Da  ich  mit  dieser  Bakterie  alle  die  im  folgenden 
zu  besprechenden  Versuche  ausgeführt  habe,  scheint  es  erwünscht,  davon  eine  Dia- 
gnose vorauszuschicken: 

Bacterium  Term  o.  Kurzstabchen,  im  Mittel  iH  ^  'ang,  i  u  breit  mit 
abgerundeten  Enden  und  einer  einzigen  endstandigen  GeiBel  (nonotrich).  Bisweilen 
langere  Stabchen.  Immer  sehr  stark  und  lange  ausdauernd  beweglich,  im  mikro- 
skopischen  Praparate  selbst  noch  dann,  wenn  die  Luft  K  Stunde  und  langer  abge- 
schlossen  ist.  Atmungsfigur  ^)  sehr  prononcierter  .\ërobientypus  mit  breitem  bak- 
terienfreiem  Felde''). 

Wachstum   temporar   anaërobisch '').     In   tiefen    Fleischbouillongelatineschichten, 


')  Flora  1876,  p.  262,  und  Gesanimelte  Abhandlungen  über  Pflanzenphysiologie, 
Bd.  I,  p.  145. 

')  Dieser  Erklarung  ist  zwar  widerspmchen  (Berthold,  Photoplasmamechanik 
1886,  p.  113),  doch  halte  ich  dieselbe  für  richtig. 

")  Bakterien  der  Chemnitzer  Wasserleitung,  Tl.  I,  p.  38,  Chemnitz  1890.  Der  Name 
»punctatus«  deutet  eben  auf  die  Leichtigkeit,  womit  diese  Bakterie  punktförmige 
Ansammlungen,  d.  h.   Emulsionsfiguren  erzeugt. 

')  Centralbl.  f.  Bakt  ,  i.  Abt  ,  Bd.  XIV,   1893,  p.  839. 

')  Die  Breite  des  bakterienfreien  Bandes  oder  Feldes  in  den  Atmungsfiguren  wird 
bedingt  durch  die  Dauer  der  Beweglichkeit,  womit  diese  Breite  steigt  und  fallt. 

')  Der  Name  «facultativ  anaërobisch»  ist  verwerflich  und  soll  durch  «temporar 
anaërobisch"  ersetzt  werden,  weil  die  sogenannten  »facultativen«  Anaërobien  nur  zeii- 
weise  ohne  Sauerstofï  wachsen  können.  Wenn  es  Bakterien  gabe,  welche  andauernd 
ebenso  gut  mit  wie  ohne  Sauerstofï  leben  könnten,  so  ware  darauf  der  Name  »permanent- 
fakultative  Anaërobien»  oder  kurz  «fakultative  Anaërobienc  anwendbar.  Früher  meinte 


248 

in  Eprouvetten,  viel  Gas  erzeugend.  Aut  Fleischagar  entsteht  das  Gas  schon  in  den 
gewöhnlichen  Reagentienrölirenkulturen,  sobald  nur  einzelne  Bakterien  zwischen 
Glas  und  Agar  angelangt  sind  *).  Das  Gas  ist  ein  Gemisch  von  Kohlensaure  und 
Wasserstoft'  in  veranderlichen  \'erhaltnissen.  Glukose,  Lavulose,  Maltose,  Rohr- 
zucker,  Glycerin,  Galactose,  Mannit  und  Dextrin  vergaren  besonders  leicht,  Lactose 
viel  schwieriger,  Raffinose  und  Calciumlactat  überhaupt  nicht. 

Temperaturoptimum  für  das  Wachstum  zwischen  20  und  25"  C;  bei  30"  C  schon 
sehr  stark  geschadigt  unter  erblicher  Wachstumsschwachung  und  veranderter  Enzym- 
bildung. 

Sporenbildung  findet  nicht  statt. 

Nahrgelatine  wird  stark  und  voUstandig  verflüssigt,  wobei  kaum  stinkende  Pro- 
dukte  entstehen ;  flüchtige  Schwefelverbindungen  nicht  beobachtet.  Indolbildung. 
meistens  sehr  deutlich.    Macht  den  Kulturboden  schwach  alkalisch. 

Bacterium  Termo  findet  sich  allgemein  auf  untergetaucht  lebenden  Was- 
serpflanzen.  Bringt  man  z.  B.  einen  Zweig  von  Elodea  canadensis  oder 
Ceratophyllum  in  eine  Reagentienröhre,  übergieBt  mit  Fleischpeptongelatine, 
bis  der  Zweig  ganz  imtergetaucht  ist  imd  laÖt  erstarren,  so  wird  man  nach  ein  paar 
Tagen  in  der  Tiefe  da  und  dort  an  der  Epidermis  der  Pflanze  schnell  verfliissigende 
Kolonieen  entstehen  sehen  mit  charakteristischer  Gasentwicklimg.  In  den  von  mir 
untersuchten  Pallen  f  and  ich  bei  dieserVersuchsanstellung,  zu  meiner  Ueberraschung, 
meistens  keine  anderen  Bakterienarten  wie  B.  Termo  auf  den  kraftigen  Zweigen 
von  Elodea  canadensis  im  Juni).  B.  Termo  überlebt  Eintrocknen  nicht  und 
wurde  nicht  in  Erde  und  Staub  gefunden. 

Solange  ich  mein  Bact.  Termo  noch  nicht  genau  mit  Proteus  vulgaris 
Hauser  -)  verglichen  hatte,  glaubte  ich,  beide  könnten  identisch  sein.  Das  ist  jedoch, 
wie  aus  meiner  Beschreibimg  erhellt,  durchaus  nicht  der  Fall,  denn  Proteus  vul- 
garis ist  peritrich  (d.  h.  über  die  ganze  Körperoberflache  mit  GeiBeln  besetzt),  kaum 
beweglich,  kein  oder  nur  ein  schwacher  Gartingserreger  und  ein  Sulfidbildner,  welcher 
als  spezifischer  Faulnisbewohner  auftritt.  Emulsionsfiguren  erzeugt  Proteus 
vulgaris  in  Uebereinstimmimg  mit  seiner  schwachen  Beweglichkeit  gar  nicht. 

Die  Emulsionsfiguren  von  Bacterium  Termo  bestehen  bei  sehr  aktiven 
Kuituren,  d.  h.  wenn  alle  Individuen  beweglich  sind,  aus  f  einen  Saulchen^),  welche 
entweder  frei  die  Flüssigkeitsschicht  durchqueren  oder  seitlich  miteinander  zu  Plat- 
ten und  Rippen  verbunden  ein  verzweigtes  oder  netzartig  zusammenhangendes 
System  erzeugen.  Erst  bei  langerem  Stehen  sinken  die  Saulchen  allmahlich  zu  Bo- 
den, bleiben  jedoch  auch  dann,  ahnlich  wie  in  §  i  beschrieben,  durch  eine  bakterien- 
arme  Fliissigkeit  seitlich  voneinander  getrennt  und  erzeugen  eine  Sedimentfigur.  Da 


ich,  daB  hierher  die  Milchsaurefermente  der  Garungsindustrie  gehörten,  doch  bin  ich 
darüber  wieder  in  Zweifel  geraten  und  ich  glaube  gegenwartig,  daB  eine  solche  Gruppe 
nicht  existiert. 

')  Fleischagar  erzeugt  bei  Garung  ceteris  paribus  viel  mehr  Gas  wie  Fleischgelatine, 
ofïenbar  durch  Zuckerbildung  aus  dem  Agar  infolge  der  Praparation. 

■)  Bei  Lehmann  und  Neumann,  Bakteriologische  Diagnostik,  p.  243,  München 
1890,  als  Bacterium  vulgare  beschrieben.  Mein  Proteusmaterial  erhielt  ich  durch 
die  Güte  des  Herrn  Kral  aus  Prag.  Es  stammt  vielleicht  von  Hauser's  Original- 
kulturen. 

*)  Von  obenauf  gesehen,  deshalb  aus  Punkten  oder  kleinen  Zirkelflachen. 
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das  Saulchenstadium  für  die  fernere  Versuchsanstellung  am  besten  geeignet  ist,  soll 
man  sich  mit  der  Lupe  überzeugen,  daB  dieses  sich  gebildet  hat.  Von  oben  gesehen 
zahlte  ich  meistens  70 — 100  Saulchen  pro  qcm;  die  Dicke  der  Saulchen  ist  hier  also 
viel  dunner  wie  i  mm.  Bei  B.  punctatus  imd  B.  perlibratus  sind  die  Saul- 
chen dicker.  Hat  die  Emulsionsfigur  sich  sehr  ruhig  gebildet,  so  können  die  Saulchen 
so  regelmaBig  angeordnet  sein,  daB  dieFigur  einigermaBen  an  eine  riesigeDiatomeen- 
schale  erinnert.  Jede  Strömung  wahrend  der  Ausbildung,  jedes  Staubteilchen,  welches 
auf  die  Flüssigkeit  fallt,  stort  die  RegelmaBigkeit  der  i\nordniing,  wobei  gewöhnlich 
mehrere  Saulchen  seitlich  miteinander  verschmelzen  und  Plattensysteme  erzeugen, 
welche  auf  allerlei  komplizierte  Weisen  miteinander  zusammenhangen.  Werden  die 
Ansammltmgen  dicker,  so  sind  die  Saulchen  oft  hohl,  imd  bisweilen  findet  sich  in  der 
Höhlung  eine  zweite  Ansammlung. 

Indem  ich  nun  zu  einer  naheren  Betrachtung  der  Verhaltnisse  bei  Bacterium 
T  e  r  m  o  übergehe,  welche  sich  durch  die  lange  andauernde  Beweglichkeit  als  ein 
besonders  geeignetes  Versuchsmaterial  herausgestelli  hat,  wünsche  ich  noch  vorher 
zu  bemerken,  daB  ich  aus  Wasser  imd  Erde  noch  mehrere  andere  ebenso  vorzügliche 
Bakterienarten  isoliert  habe,  doch  glaube  ich,  daB  Bacterium  Termo  besonders 
leicht  aus  der  freien  Natur  in  die  Hande  der  Bakteriologen  kommen  i)  und  am  ehe- 
sten  zur  Wiederholung  der  einfachen  und  lohnenden  Versuche  veranlassen  wird. 

3.  Durch  Strömungen  bedingte  Veranderungen   in  den 

Figuren. 

DaB  ein  so  zartes  Gebilde  wie  ein  aus  in  Flüssigkeit  schwebenden  Saulchen  ge- 
bildetes  Netz,  dessen  Bausteine  bewegliche  Baktrien  sind,  ein  empfindliches  Reactiv 
auf  gewisse  Aenderungen  im  umgebenden  Medium  sein  konnte,  war  zu  erwarten. 
Meine  Hoffnung,  darin  makroskopsich  sichtbare  tonotaktische  -)  und  chemotaktische 
Wirkungen  erzeugen  zu  können,  hat  sich  jedoch  nur  teilweise  verwirklicht,  was 
hauptsachlich  mit  den  eigentümlichen  Verwandlimgen  zusammenhangt,  welche  die 
Figuren  durch  Strömungen  in  der  Flüssigkeit  infolge  der  Konzentrationsanderung 
erfahren,  und  welche  die  tonotaktischen  imd  chemotaktischen  Erscheinungen  mehr 
oder  weniger  verdecken.  So  viel  steht  aber  fest,  daB  in  genügend  ak-tiven  Emulsions- 
figuren  Tonotaxis  und  Chemotaxis  sicherlich  unter  Umstanden  beobachtet  werden 
können. 

Allein  wenn  es  gelingen  sollte,  den  EinfluB  der  Strömungen  auf  die  Figuren 
ganzlich  zu  beseitigen,  auch  dann  würden  noch  nicht  alle  Schwierigkeiten  überwun- 
den  sein  zur  richtigen  Beurteilung  der  tonotaktischen  und  chemotaktischen  Vor- 
gange,  denn  dieselben  treten  unter  Umstanden,  trotz  der  Strömungen  mit  genügender 
Deutlichkeit  hervor,  um  zu  beweisen,  daB  diejenigen  Xebenverhaltnisse,  durch  deren 
Kenntnis  der  Erscheinung  Konstanz  gegeben  werden  könnte,  noch  nicht  zu  beherr- 
schen  sind.  Als  solche  Nebenverhaltnisse  kommen  die  vorhergehenden  Kulturbedin- 
gungen  besonders   in   Betracht.    Offenbar  können  verschiedene   Nahrstoffe   im   Bak- 


')  Laboratoriumskulturen   vor  2  Jahren   isoliert,   sind   noch  ebenso  brauchbar  wie 
ganz  frische. 

-)   »Tonotaxis<  —  Empfindlichkeit  für  osmotische  \"erschiedenheiten. 
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terienkörper  aufgespeichert  werden  (eben  wie  der  Sauerstoff)  und  Unempfindlich- 
keit  für  bestimmte  Stoffgruppen  bedingen  sowohl  in  osmotischer  wie  in  chemotak- 
tisciier  Hinsicht.  Nur  dann,  wenii  die  Flüssigkeit  eine  lokale  Herabsetzung  der  Kon- 
zentration  erführt,  entsteht  ein  sehr  konstanter  tonotaktischer  Effekt.  Konzen- 
trationserhöhungen  geben  in  vielen  Fiillen  jedoch  entweder  nur  zu  Strömuiigser- 
scheinungen  allein  Veranlassung,  oder,  wenn  sich  dazu  Tono-  oder  Chemotaxis  ge- 
sellen, sind  diese,  so  weit  meine  Versuche  bis  heute  lehren,  nur  selten  deutlich '). 

Die  Strömungserscheinungen  entstehen,  wenn  man  irgend  ein  Krystall  eines 
nicht  giftigen  Körpers  ^)  oder  einen  Tropfen  einer  Lösung  davon  in  die  dunne  Schicht 
der  Bakterienkulturen  bringt  (b  und  d  Fig.  i  und  2  Taf.  I,  b  im  Holzschnitt).  Ein 
Kochsalz-,  ein  Zuckerkrystall  darin  zu  Boden  liegend,  lost  sich  unter  Erzeugung 
eines  kleinen  schweren  Flüssigkeitsberges  höherer  Konzentration  wie  die  Umgebung, 
und  der  infolge  seines  Gewichtes  seitlich  abgleitet;  dieser  Gleitbewegung  wird  durch 
die  Difïusion  geholfen.  In  der  Nahe  muö  demzufolge  eine  Rotation  in  der  Flüssig- 
keit stattfinden  derweise,  daö  im  Centrum  ein  absteigender,  an  dem  Rande  ein  auf- 
steigender  Strom  sich  bewegt.  Diese  Rotation  stort  die  Emulsionsfigur  aut'  eine 
höchst  eigentümliche  und  sehr  zierliche  Weise,  welche  hauptsachlich  in  einer  radialen 
Anordnung  der  Emulsionsplatten  resultiert,  w.ïhrend  die  Seitenverbindungen  und  die 
tangential  gestellten  Platten  so  weit  gedreht  werden,  daB  sie  ebenfalls  radial  zu 
stehen  kommen.  Ferner  führt  der  Rotationsstrom  fortwahrend  Bakterien  aus  der 
Peripherie  nach  dem  Centrum,  wodurch  eine  centrale   Bakterienanhaufung  entsteht. 

Der  Effekt  bleibt  Stunden,  ja  ein  paar  Tage  lang  sichtbar,  wodurch  minimale 
Spuren  hineingebrachter  löslicher  Körper  angezeigt  werden.  Die  Erscheinung  ist 
empfindlich  genug,  um  zu  einer  annahernden  Bestimmung  des  relativen  spezifischen 
Gewichtes  der  verwendeten  Fliissigkeit  Veranlassung  zu  geben.  Sehr  viele  Körper 
verhalten  sich  in  Bezug  auf  die  Emulsionsfiguren  wie  Kochsalz,  d.  h.  sie  erzeugen 
darin  nur  Strömungserscheinungen,  welche  kaum,  und  nur  in  sehr  aktiven  Kuituren, 
mit  tonotaktischen  Wirkungen  gepaart  sind. 

4.   Durch   V  e  r  d  ü  11  n  u  n  g   b  e  d  i  n  g  t  e   \'  e  r  a  n  d  e  r  u  n  g  e  n. 

Bringt  man  einen  W'assertropfen  auf  eine  Emulsionsfigur  (c  im  Holzschn.,  a  in 
Fig.  I  u.  2  Taf.  I),  so  kommt  sehr  bald  darin  eine  tiefgreifende  Veranderung:  die 
Emulsionsfigur  geht  ganz  verloren  und  anstatt  derselben  entsteht  eine  homogene 
Triibung.  l'nter  Umstiinden,  jedoch  nicht  immer,  laBt  sich  dabei  eine  sehr  deutliche 
Anhaufung  der  Bakterien  in  der  Peripherie,  Vermindcrung  derselben  im  Centrum 
des  Feldes  konstatieren.  Wie  gesagt,  kann  diese  Anhaufung  jedoch  aushleiben,  wo- 
durch dann  ein  vollkommen  homogenes  Bakterienfeld  anstatt  der  Emulsionsfigur  resul- 
tiert  (c  im  Holzschnitt).  Anch  diese  Erscheinung  beruht  wohl  zum  Teil  auf  Strö- 
mungen,  welche  durch  das  geringere  spezifische  Gewicht  des  hinaufgelegten  Tropfens 


')  Wie  man  sieht,  liegt  hier  eine  Frage  vor,  uoniit  sicli  vielleicht  weitere  .Studiën 
mit  Frucht  werden  beschiiftigen  kunnen.  Wichtig  bei  allen  bier  in  Betracht  kommen- 
den Verhaltnissen  ist  der  cbcn  bei  der  Methode  der  Kmulsionsfiguren  crreicbtc  gleicli- 
maBige  Sauerstofïzutritt,  welcher  l)ei  Beucgungsversucben  unter  Dcckglas  oder  in 
Kapillaren  so  schvvierig  zu  bcberrschen  ist. 

-)   Gifte  vernichten  die  Figuren  soglcicli   und  vollstinidig. 
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verursacht  werden  und  welche  eine  Rotation  hervorrufen  mussen,  derweise,  daB  an 
der  Oberflache  ein  auswarts,  in  der  Tiefe  ein  einwarts  gekehrter  Strom  stattfindet. 
Eine  genaue  Beobachtung  der  Erscheinung  lehrt  j  edoch,  daB  diese  Strötnungen  allein 
nicht  imstande  sind,  dieselbe  ganzlich  zu  erklaren,  sondern  daB  dabei  osmotische  Ver- 
haltnisse  wirksam  sind,  welche  den  kleinen  durch  Diffusion  bedingte  Konzentrations- 
anderungen  entsprechen.  DaB  dieses  so  sein  muB,  laBt  sich  schon  aus  der  über- 
raschenden  Ausdehnung,  welche  die  »Verdünnungs{elder«  erreichen,  ableiten,  und 
mehr  noch  aus  ihrer  Stabilitat,  welche  noch  lange  fortdauern  kann,  nachdem  sie  sich 
seitlich  auszudehnen  aufgehört  haben  und  iiberzeugend  beweist,  daB  ihre  Fortexistenz 
bedingt  wird  durch  das  noch  nicht  eingetretene  osmotische  Gleichgewicht.  Die  Her- 
stellung  dieses  Gleichgewichtes  wird  in  solchen  komplizierten  Lösungen,  wie  ver- 
flüssigte  Nahrgelatine,  wegen  des  colloidalen  Zustandes  eines  Teiles  der  gelösten 
Substanzen  selbst  in  den  dunnen  Schichten,  welche  hier  in  Betracht  kommen,  sehr 
lange  auf  sich  warten  lasen. 

SchlieBlich  verschwinden  die  Verdünnungsfelder,  indem  die  aufgeschwemmten 
Bakterien  sich  wieder  zu  einer  Emulsionsfigur  anordnen.  Da  diese  Anordnung  je- 
doch  nicht  identisch  ist  mit  der  ursprüiiglichen,  bleibt  eine  sehr  charakteristische,  oft 
zierliche  Spur  des  einstigen  Daseins  der  Felder  zurück. 

5.  Durch   C  h  e  m  o  t  a  X  i  s   bedingte  V  e  r  a  n  d  e  r  u  n  g  e  n. 

Auch  in  diesem  Falie  ist  das  sichtbare  Kriterium  zunachst  das  Verschwinden  der 
Emulsionsfigur  (o  u.  c  in  den  Figuren).  Dazu  gesellt  sich  jedoch  noch  eine  andere 
Wirkung,  namlich  die  lokale,  zeitlich  vorgreifende  Erzeugung  der  Emulsionsfiguren 
durch  chemotaktisch  wirksame  Körper  in  Flüssigkeitsplatten,  wo  ohne  deren  Gegen- 
wart  die  Emulsionsfigur  erst  spater  entstehen  sollte.  Endlich  ist  in  empfindlichen 
Kuituren  eine  centrale  Anhaufung  der  Bakterien  in  der  Mitte  der  Diffusionsfelder 
assimilierbarer  Körper,  oflfenbar,  auBer  durch  Strömung,  auch  durch  positive  Chemo- 
taxis  bedingt,  bemerkbar. 

LaBt  man  auf  einer  Schicht,  wo  die  Figur  noch  nicht  entstanden  ist,  eine  Baum- 
woUenzelle,  ein  Harchen  etc,  treiben,  so  bildet  sich  darum  momentan  eine  mit  un- 
bewaffnetem  Auge  sichtbare  Anhaufung,  welche  spater  zu  einer  Leiste  oder  einer 
Saulchenreihe  in  der  ausgebildeten  Figur  wird.  Wiederholt  man  den  Versuch  mit  dem 
namlichen  Baumwollenfaden,  so  ergiebt  sich,  daB  derselbe  bald  unwirksam  wird,  in- 
dem daraus  die  chemotaktisch  wirksamen  Körper  verschwinden.  Durch  vorhergehende 
Extraktion  kann  man  die  Faden  sofort  inaktiv  machen. 

Unter  den  gewöhnlichen  Versuchsbedingungen  —  und  diese  Sache  muB  ganz  be- 
sonders  betont  werden —  ist  die  charakteristische  Reaktionsfahigkeit  nur  dann  krjiftig 
ausgebildet  oder  auch  nur  dann  überhaupt  gegenwartig,  wenn  die  Bakterien  nicht 
Zeit  gehabt  haben,  vorher  einen  Reservevorrat  des  in  Untersuchung  genomnienen 
Körpers  (vielleicht  auch  anderer  chemisch  verwandter  Stoft'e)  anzuhaufen.  Wenn 
man  z  B.  mit  Glukose  experimentiert,  so  bemerkt  man  gewöhnlich,  daB  nur  das  ganz 
frische   Bakterienmaterial,   welches   von  nicht   allzu   jungen  1)    Kuituren   auf    Fleisch- 


')  Fleischgelatine  und  besonders  Fleischagar  enthalten  eine  niclit  unbetrachtliche 
Zuckermenge,  welche  durch  die  Kuituren  verbraucht  sein  muB,  ehe  die  charakteristische 
Empfindlichkeit  für   Zucker  erreicht  wird   (vergl.  Note   l  p.  248). 
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gelatine  oder  Fleischagar  herstammt,  genügend  reaktionsfahig  ist,  uiid  daB  beim 
wiederholten  Durchschütteln  der  Masse  zur  Erzeugung  neuer  Felder  sehr  bald  Un- 
empfindlichkeit  fürGlukoseeintritt,  obschon  die  Emulsionsfigur  im  ganzen  sich  dochmit 
besonderer  Pragnanz  aiisbildet,  da  eben  der  sich  in  den  Bakterienleibern  anhaufende 
minimale  Zuckervorrat  ihre  Beweglichkeit  zu  erhöhen  scheint. 

Auf  die  Wirkung  von  Glukose  niiher  eingehend  (o  im  Holzschn.,  c  Taf.  I.  Fig.  i 
u.  2),  bemerke  ich,  daB  dadurch  gewöhnlich  sehr  groBe  Störungen  in  den  Emulsions- 
figuren  hervorgerufen  werden,  besonders  wenn  die  Aktivitat  der  Bakterien  so  groB 
ist,  daB  sie  auch  auf  die  osmotische  Veranderung,  welche  die  sich  ausbreitende  Glu- 
kose hervorruft,  reagieren  dürften.  Ich  \var  nicht  immer  imstande,  die  Difïerenz  zwi- 
schen  diesen  beiden  Agentien,  d.  h.  zwischen  osmotischer  und  chemotaktischer  Wirkung 
zu  unterscheiden,  da  bei  beiden  das  Verschwinden  der  Emulsoinsfigur  der  zuniichst 
sichtbare  Erfolg  ist. 

Doch  ist  jedenfalls  der  tonotaktische  Effekt  sehr  gering,  verglichen  mit  dem 
chemotaktischen,  vielleicht  gar  nicht  realisiert. 

Ferner  ist  die  Gestalt  der  Emulsionsfigur,  welche  sich  schlieBlich  in  dem  Glukose- 
feld  wieder  ausbildet,  charakteristisch  und  nicht  nur  sehr  vcrschieden  von  der  Um- 
gebung,  sondern  auch  in  spezifischer  Weise  verschieden  von  einer  reinen  Strömungs- 
figur,  wie  sie  Kochsalz  z.  B.  erzeugen  würde.  In  der  letzteren  sind  die  schön  radial 
angeordneten  Bakterienplatten  viel  langer  wie  die  mehr  punktförmigen  Anordnungen 
in  den  Zuckerfeldern,  welche  den  so  zarten  Diffusionsströmungen  entsprechen,  die 
bei  der  spezifisch  leichten  Glukose  so  gut  wie  allein  eine  RoUe  spielen. 

DaBdie Glukose  wirklicheinekraftige  chemotaktische  Wirkung  ausiibt,  das  ergiebt 
sich  auch  noch  sehr  iiberzeugend  aus  dem Vergleiche  mitRohrzucker  (d  Taf.  I.  Fig.  i) 
und  weniger  gut  aus  dem  Vergleiche  mit  Glycerin.  Diese  beiden  Körper  sind  ganzlich 
unwirksam  oder  nur  durch  Konzentrationsanderung  schwach  wirksam  und  erzeugen 
deshalb,  selbst  in  reinem  Zustande  hineingebracht,  entweder  kaum  irgend  eine  Zer- 
störung  der  Emulsionsfigur  oder  nur  einen  Strömungseffekt  (abhangig  vom  spezi- 
fischem  Gewichte  der  verwendeten  Kulturfliissigkeit),  so  daB  deren  groBe  Verschie- 
denheit  von  Glukose  weder  von  ihrer  Diffusionsgeschiwndigkeit  noch  von  ihrem 
eigenen  spezifischen  Gewichte,  welches  von  demjenigen  der  Glukose  nur  wenig  ver- 
schieden ist,  herrühren  kann. 

Besonders  die  Randerscheinung  an  den  Glukosefeldern  ist  eine  charakteristische, 
welche  auf  zunjichst  negative  mit  beinahe  sofort  darauf  folgender  positiver  Chemo- 
taxis  hindeutet.  Die  Bakterien  der  Emulsionsplatten  und  St.ïbe  werden  namlich,  so- 
bakl  tlie  verdünnte  Glukoselösung  sie  durch  Dift'usion  erreicht,  etwas  nach  auBen 
getrieben,  um  bald  nachher  in  umgekehrte  Bewegung  zu  geratcn  und  sich  in  die 
Glukose  hineinzustürzen,  wodurch  ein  eigentünilicher  Bakterienring  entsteht  (vergl. 
a  im  Holzschnitt),  auf  dessen  AuBenseite  bisweilen  (in  der  Figur  nicht  angegeben) 
ein  bakterienarmer  Raum  sichtbar  wird. 

Die  Erscheinung  ist  bei  genügend  aktiven  Bakterien  ungemein  merkwürdig; 
und  wenn  bei  erster  Versuchsanstcllung  nicht  sofort  ein  befriedigendes  Resultat  er- 
halten  werden  sollte,  so  muB  man  dabei  eingedenk  sein,  daB  vorher  in  den  Bakterien 
angehiiuftes  Reservematerial  die  Richtung  ihrer  Empfindlichkeit  bedingt,  und  daB  es 
unter  solchen  Umstanden  am  besten  ist,  den  Platten  etwas  neue  Nahrung  von  be- 
kannter  chemischer  Natur,  wie  Peptonlösung  oder  Fleischbouillon  darzureichen,  wo-? 
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durch  innerhalb  weniger  Stunden  in  den  dunnen,  stark  aërierten  Schichten  neues 
Wachstum  eingeleitet  wird  und  eine  Bereicherung  an  Bakterienindividuen  entsteht, 
welche  ihre  früheren  Reservestofïe  verbraucht  haben. 


6.  E  i  II  f  1  u  B  e  i  n  e  s  O  e  1  t  r  o  p  f  e  n  s. 

Bringt  man  mit  der  Spitze  eines  Platinfadens  ein  kaum  sichtbares  Oeltröpfchen 
auf  die  Oberflache  einer  Emiilsionsfigur,  welche  sich  in  fettfreier  Flüssigkeit  aus- 
gebildet  hat,  so  erblickt  man  eine  plötziiche  V'eranderung  über  die  ganze  Strecke, 
worüber  das  Oei  sich  verbreitet  und  welche  zunachst  darin  besteht,  daB  die  Emul- 
sionsfigur  erschüttert  wird  und  für  das  Auge,  jedoch  nicht  in  Wirklichkeit,  ver- 
schwindet.  Kurz  nachher  kehrt  sie  wieder  zurück,  und  zwar  unter  einer  charak- 
teristischen  und  sehr  zierlichen  Formveranderung.  Diese  erinnert  an  den  EinfluB, 
welcher  die  Strömung  in  einem  Felde  höherer  Konzentration  hervorruft,  und  be- 
steht hauptsachlich  in  einer  vollkommen  genau  radialen  Anordnung  der  Hauptlinien 
der  Figur,  mit  dem  Punkte,  wo  das  Oeltröpfchen  aufgelegt  wurde,  als  Mittelpunkt; 
nur  da  und  dort  werden  ziemlich  genau  tangential  verlaufende  Verbindungen  zwischen 
den  Hauptlinien  sichtbar.  War  das  Oeltröpfchen  in  eine  runde  Glasdose  excentrisch 
auf  die  Flüssigkeit  gelegt,  so  sieht  man  zwsichen  dem  Oelcentrum  und  dem  benach- 
barten  Teile  der  Glaswand  eine  Krümmung  in  den  Radien,  die  seitliche  Ausbreitung 
des  Oels  andeutend,  welche  sozusagen  durch  dei  Glaswand  reflektiert  wurde.  Kurz 
man  erblickt,  sozusagen  in  einem  fixierten  Bilde,  alle  diejenigen  Strömungser- 
scheinungen,  welche  nach  unserer  \'ernunft  bis  auf  eine  gewisse  Tiefe  in  einer  Flüs- 
sigkeit stattfinden  mussen,  deren  Obertlachenspannung  plötzlich  eine  groBe  Verande- 
rung  erfahrt. 

Wenn  ich  im  Vorhergehenden  hauptsachlich  Bacteriuni  Termo  ins  Auge 
gefaBt  habe,  so  wünsche  ich  noch  einnial  ausdrücklich  hervorzuheben,  daB  mir  auch 
mit  mehreren  anderen  Arten  Erfahrungen  vorliegen,  welche  ebenso  pragnant  sind  und 
zu  weiteren  Versuchen  auft'ordern.  Die  Subtilitat  der  Erscheinung  macht  es  er- 
wünscht,  daB  auch  andere  Forscher  sich  darüber  aussprechen. 

13.  Dezember  1896. 


Bemerkung  zu   Tafel   I   und   II. 

Die  Photographie  konnte  der  Zartheit  der  Details  durchaus  nicht  gerecht  werden, 
so  daB  die  Figuren  nur  annahernd  der  Natur  entsprechen,  doch  geben  sie,  mit  der 
Lupe  betrachtet,  eine  ziemlich  richtige  Vorstellung  wenigstens  der  Emulsions- 
figuren  im  Allgemeinen.  Weil  der  Boden  der  Glasschale  nicht  eben  war,  sind  die  Felder 
nicht  rund. 

Fig.  I.  Emulsionsfigur  von  Bacteriuni  Termo,  mit  Wasserfeld  a,  Kochsalzfeld  f», 
Glukosefeld  c  (sehr  verdünnt),  Rohrzuckerfeld  d  (sehr  konzentriert,  eben  entstehend). 

Fig  2.  Emulsionsfigur  von  Bacteri  um  Termo.  mit  Wasserfeld  a,  Kochsalzfeld  b, 
Glukosefeld  c. 
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Fig.  3-  Genaue  Zeichnung  eines  Lanternbildes  einer  Pliotographie  (i'/smal  ver- 
gröBert).  a  Cliemotaktisches  Feld  durch  Glukose  mit  in  der  Mitte  angehauften  Bak- 
terien,  welche  eine  sekundare  Emulsionsfigur  erzeugt  haben;  b  Strömungsfeld  durch 
Koclisalz;  c  Verdünnungsfeld  mit  gleichmaBig  verteilten  Bakterien  durch  VVasser- 
tropfen. 


M.  W.  BEIJERINCK. 


Fig.  1. 


Fig.  2. 


Emulsionsfiguren  von  Bacterium   termo. 
a  Wasser-,  b  Kochsalz-,  c  Glukose-,  d  Rohrzuckerfeli 


M.  W.  BEIJERINCK. 


Tafel  II. 


Fig.  3- 


Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  II,  Bd.  III. 


Amöbenkultur  auf  festen  Substraten. 

Antwort  an   Herrn   Celli. 


Centralblatt  für  Baktcriologie  und  Parasitenkunde.  Jena,  I.  Abteilung,  XXI.  Band,  1807, 

S.  loi  — 102. 


Kiirz  nachdem  ich  in  diesem  Blatte  eiiien  Aufsatz  über  Amöbenkultur  auf  festem 
Substrat  veröüfentlicht  hatte'  ),  erhielt  ich  von  Herrn  Celli  eine  sehr  inte- 
ressante Abhandlung  über  denselben  Gegenstand ") ,  worüber  der  Autor  übrigens  auch 
in  diesem  Blatte,  als  Antwort  auf  meinen  Aufsatz,  berichtet  hat "). 

Dass  ich  noch  einmal  die  Feder  aufnehme,  um  darüber  zu  sprechen,  geschieht 
nur,  um  einen  Unterschied  zu  betonen,  welcher  zwischen  unseren  Kulturresultaten 
besteht,  namentlich  zwischen  meinen  Kuituren  von  Amoeba  zymophila  und 
denjenigen  von  Herrn  Celli,  wobei  ich  jedoch  sofort  bemerken  will,  dass  meine 
A.  nitrophila  auf  gleicher  Linie  mit  Herrn  C  e  1  1  i's  Kuituren  steht. 

Dieser  Unterschied  besteht  darin,  dass  meine  A.  zymophila  eine  wirkliche 
Reinkultur  ist,  und  wie  ich  damals  deutlich  heschrieben,  vvillkürlich  auf  jeglichen 
Nahrboden  iibergebracht,  und  mit  bestimmten,  ebenfalls  willkürlich  zu  wahlenden 
Mikrobenarten  ernahrt  werden  kann,  wobei  ich  als  solche  Ernahrer  Essigbakterien, 
Apiculatus  hefe  und  Coli  commune  verzeichnet  habe. 

Bei  Herrn  C  e  11  i's  Versuchen  (sowie  bei  den  meinigen  mit  A.  nitrophila) 
ist  von  einer  wirklichen  Reinkultur  nicht  die  Rede'),  die  Ueberbringung  auf  ein  wül- 
kürliches  Nahrsubstrat,  z.  B.  auf  Fleisch-  oder  Malzgelatine  ist  nicht  möglich,  wegen 
der  Bakterienüberwucherung,  wodurch  bald  die  Amöben  verschwinden  würden. 
Auch  ist  es  fraglich,  ob  Herrn  Celli's  Amöben  sowie  meine  A.  nitro- 
phila überhaupt  auf  solchen  extraktreichen  Xahrböden  gedeihen  können,  selbst 
wenn  es  möglich  ware,  die  Bakterien  etc.  fernzuhalten,  oder,  richtiger,  nach  dem  Be- 
dürfnisse  der  Amöben  zu  wahlen. 

Alles  dieses  ist  jedoch  bei  meiner  Amoeba  zymophila  erreicht,  und  zwar 
so  gut  erreicht,  dass  ich  meine  Kuituren  nun  seit  mehr  als  einem  Jahre  auf  dieselbe 
Weise  fortführe,  als  ob  es  sich  um  einen  gewöhnlichen  saprophytischen  Mikroorga- 
nismus  handelte. 


')   Centralbl.  f.   Baktcriologie.   I.  Abt.   Bd.  XIX.    1896.  p.  267. 

-)   A.  Celli    e   R.  Fiocca,    Intorno   alla    Biologia    dellc    .\mtbe.    (Estr.    d.    .Annali 
d'Igiene  sperimentale.  Vol.  V.  i8o5.  Fase.  2.  p.  177.) 

•)   Centralbl.  f.  Baktcriologie.  I   Abt.  Bd.  XIX.  1896  p.  536. 

')   Wie  aus  Herrn  Celli's  eigenen  Worten  (dieses  Blatt  1.  c.  p.  537)   hcrvorgeht. 
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In  meinen  Kuituren  von  A.  zymophila  liegt  also  einerseits  ein  Beispiel  vor 
von  einer  Amöbe,  welche  an  saure  und  konzentrierte  Nahrmaterialien  adaptiert  ist, 
und  andererseits  das  erste  Beispiel  einer  Amöbenreinkultur  im  wissenschaftlichen 
Sinne,  welche  beide  Umstande  in  Herrn  C  e  1 1  i's  Kuituren  nicht  realisiert  sind. 

Uebrigens  ist  mein  Verfahren  zur  Kultur  der  Erdamöben  auf  ausgewachsenen 
Agarplatten  ebenso  einfach  wie  Herrn  C  e  11  i's  Methode  auf  Chondrus  cris- 
p  u  s,  und  nicht,  wie  Herr  C  e  1 1  i  sagt,  viel  komplizierter. 

Dass  ich  nicht  früher  diese  Antwort  eingesandt  habe,  geschah  deshalb,  weil  ich 
zunachst  sicherstellen  wollte,  ob  meine  A.  zymophila  eine  wirkliche  Errungen- 
schaft  für  das  Laboratorium  ist.  Da  ich  glaube,  dieses  nun  praktisch  erwiesen  zu 
liaben,  kann  es  nur  angezeigt  sein,  die  Sache  noch  einmal  aus  dem  Schlafe  der  Zeiten 
zu  erwecken. 

Delft,  6.  Januar  1897. 


Weitere  Beobachtungen  über  die  Octosporus- 

hefe. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,   II.  Abteilung.  III.  Band,  l8o7. 

S.  449—455,  518—525. 

Die  Gattung  S  c  hi  z  o  s  ac  ch  aroniyce  s  umfaBt  gegenwartig  drei  verschiedene 
Arten,  namlich  S.  o  c  t  o  spo  rus,  S.  pombe')  und  S.  aspo  ru  s  (Arrakhefe). 
Als  ich  im  Jahre  1894  die  Entdeckung  der  ersteren  publizierte,  kannte  ich  S.  pombe 
noch  nicht  durch  Autopsie,  und  glaubte  auf  Grund  der  vorliegenden  Beschreibungen, 
daB  S.  pombe  und  S.  asporus  identisch  sein  könnten.  Inzwischen  hatten 
gewisse  Beobachtungen  mich  darüber  in  Zweifel  gebracht  und  lernte  ich  durch 
die  Freundlichkeit  des  Herrn  Li  n  dn  er  die  Pombehefe  naher  kennen.  Ich  fand 
sofort,  daB  Herrn  Eykman's  Arrakhefe  davon  sehr  verschieden  ist.  So  bringen 
viele  Zeilen  von  S.  pombe  konstant  4  Ascosporen  hervor  (welche  sich  mit  Jod 
schwach  blau  farben),  wahrend  S.  asporus  vollkommen  asporogen  ist.  Dazu 
kommen  viele  andere   Unterschiede. 

Gewisse  Fragen  bezüglich  der  Variabilitat  wilder  Organismen,  welche  in  Kultur 
genommen  werden.  veranlaBten  mich,  meine  frühere  etwas  fragmentarische  Studie 
der  Octosporushefc  wieder  aufzunehmen,  weil  darin  ein  auBerordentlich  geeignetes 
Material  für  Versuche  bezüglich  der  Zellvariabilitat  vorzuliegen  schien.  Meine 
Erwartung  ist  dabei  nicht  getauscht  und  die  nun  schon  beobachteten  Erschei- 
nnngen,  besonders  die  Entstehung  einer  asporogenen  Rasse,  dürften  zur  Hypothese 
führen,  daB  sowohl  Schizosaccharomy  ces  pombe  wié"  Sch.  asporus  daraus 
als  tief  veranderte  Kulturformen  entstanden  sein  können.  Jedenfalls  kann  ich 
nachweisen,  daB  wahrend  der  relativ  kurzen  Zeit.  seitdem  ich  die  Octosporushefe 
in  Kultur  habe,  darin  ohne  Selektion  tiefgreifende  Rasseveranderungen  bemerkbar 
geworden  sind,  welche  soweit  gehen,  daB,  wenn  in  der  Xatur  aufgefunden,  kein 
Systematiker  zögern  würde,  darauf  Artdifferenzen  zu  gründen.  Um  diesen  Xach- 
weis  streng  zu  bringen,  war  es  notwendig,  den  alten  Stamm  mit  einem  frisch 
isolierten  zu  vergleichen  ;  ich  muBte  deshalb  eine  Methode  aufsuchen  zur  wieder- 
holten  Reinkultur  meiner  Hefe  aus  den  natürlichen  Rohmaterialien.  Nach  vielen 
vergeblichen  Versuchen  habe  ich  eine  solche  gefunden,  welche  als  «Trockenmethode» 
würde  bezeichnet  werden  können,  und  die  auf  dem  verschiedenen  \'erhalten  von 
vegetativen  Zeilen  und  Ascosporen  beini  Eintrocknen  bei  erhöhter  Temperatur 
beruht. 


')  Hatte  der  unglückliche  Kame  »pombe«  nicht  Prioritatsrechte,  so  ware  eine 
Ersetzung  desselben  durch  »  t  et  r  a  sp  or  u  s  «  sehr  wünschenswert.  Ein  guter  Name  ist 
keine  gleichgiltige  Sache,  besonders  wenn  es  sich,  wie  hier,  um  Organismen  von  hoher 
wissenschaftlicher  Bedeutung  handelt. 

M.  W.  ReijerinckJ,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel.  ^7 
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Ueber  die  direkten  bewirkenden  Ursachen  der  Bildung  der  asporogenen  Hefeart 
herrscht  wie  überall,  \vo  es  sich  um  Fragen  der  Variabilitat  handelt,  noch  Dunkel- 
heit.  Zwei  Umstande,  welche  bei  den  Laboratoriumsversuchen  anscheinend  direkt 
bewirkend  eingreifen,  sind  die  einseitige  Erschöpfung  an  gewissen  Ernahrungs- 
substanzen  und  der  fortwahrende  Kontakt  mit  dem  feuchten  oder  flüssigen  Medium, 
d.  h.  das  nicht  regelmaBige  Abwechseln  zwischen  Wachsen  und  Austrocknen. 
Ob  eine  Zerlegung  dieser  ziemlich  komplizierten  Verhaltnisse  in  einfachere  Fak- 
toren   möglich   ist,   mussen   fernere  Versuche  lehren. 

Eine  Erscheinung,  welche  bei  den  Alkoholhefen  allgemein  verbreitet  ist, 
besonders  deutlich  aber  bei  der  Octosporushefe  zu  Tage  tritt,  ist  die  Proteolyse. 
Darüber  liegen  bisher  nur  die  sparlichen  Angaben  vor,  welche  von  Herrn  II.  Will 
zusammengestellt  sind.  Auch  darauf  wurde  durch  die  so  klaren  Verhaltnisse  bei 
der  Octosporushefe  mehr  Licht  geworfen.  Es  ergab  sich  namlich,  daB  die  Abson- 
derung  des  Enzyms  mit  dem  langsamen  Absterben  des  Zellinhaltes  zusammen- 
hangt,  und  daB  das  Enzym  selbst  zu  den  Trypsinen  und  nicht  zu  den  Pepsinen 
gehort.  Es  ist  angezeigt,  dasselbe  Hefetrypsin  zu  nennen,  weil  es  nicht  völlig 
identisch  mit  den  Pankreastrypsin  ist.  Für  andere  untersuchte  Alkoholhefen 
konnte   das  gleiche   Ergebnis  festgestellt    werden. 

I .  V  o  r  k  o  m  m  e  n   in   der   N  a  t  u  r. 

In  meiner  ersten  Mitteilung  über  Schizosaccharomycesoctosporus^) 
habe  ich  die  Ansicht  ausgesprochen,  daB  diese  Hefe  wohl  ziemlich  allgemein 
verbreitet  sein  muB*).  Ich  gründete  diese  Anschauung  auf  das  mikroskopische 
Bild  einiger  mit  Korinthen  in  Malzwürze  erhaltenen  Garungen,  worin,  trotz  einer 
Ueberwucherung  durch  andere  Alkoholhefen,  welche  die  Isoüerung  verhinderten, 
einzelne  der  so  auBerst  charakteristischen  Zellpaare  unserer  Pflanze  anfgefunden 
waren.  Zu  dem  Zwecke  einer  erneuten  Isolierung  habe  ich  den  genannten 
Garungsversuch  einige  Male  wiederholt,  und  zwar  mit  dem  Erfolg,  daB  ich  nun 
schon  in  einer  Reihe  von  Fallen  mit  aller  Sicherheit  im  mikroskopischen  Praparate 
Schizosaccharomyceten  auf  Korinthen  (von  nicht  genau  bekannter  Herkunft, 
jedoch  sicher  aus  Griechenland,  Kleinasien  und  der  Türkei)  gefunden  habe.  In 
solchen  Garungen  finden  sich  nur  vegetative  Zeilen  und  keine  Ascen ;  die  Iso- 
lierung derselben  war  wegen  der  massenhaften  Ueberwucherung  durch  gewöhnliche 
Hefen  unmöglich,  so  daB  ich  selbst  nicht  sicher  sagen  kann.  ob  die  mit  dem 
Mikroskope  gesehenen  Zeilen  alle  wirklich  völlig  identisch  mit  meiner  1892 
isolierten  Hefe  sind;  nur  soviel  steht  fest,  daB  die  vegetativen  Zustande  sehr 
nahe  übereinstimmen,  und  jedenfalls  eine  nachstverwandte  Form   vorliegen  muB. 

Bei  diesen  erneuten  Versuchen  hatte  ich  meine  Beobachtungen  auch  auf 
andere  Orientfrüchte  ausgedehnt,  welche  trocken  im  Handel  vorkommen.  Dabei 
hat  sich  herausgestellt,  daB  unsere  Hefe  auch  auf  Feigen  vorkommt,  und  zwar 
auf  den   besseren    Qualitaten   aus   Smyrna.      Dagegen   haben  Dattein   und  Rosinen 


')  Centralbl.  f.  Bakt.  otc,   Bd.  X\'I,   1894,  p.  49- 

')  GemJiB  meiner  damals  ausgcsprochenen  Erwartnnn  wurde  die  Octosporushefe 
angeblich  auch  von  andercr  Scite  beobachtct,  so  von  dt-n  Herren  H  o  u  i  11  in  Nancy 
und  Schiönning  in  Kopenhagen. 
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immer  ein  negatives  Resultat  gegeben,  oltschou  ich  besondeis  mit  den  letzteren 
viele  Versuche  angestellt  habe.  Auch  aus  den  Feigengarungen  ist  die  direkte 
Isolierung  nicht  gelungen,  ebenfalls  durch  die  Ueberwucherung  anderer  Hefearten. 
Ich   muBte   mich   deshalb  nach   einer  besseren   Isolierungsmethode  umsehen. 

In  den  mit  Früchten  von  mehr  nürdlichen  Gegenden  angestellten  Garver- 
suchen  fehlten  die  Schizosaccharomyceszellen  immer  vollstandig;  dieses  hangt 
offenbar  damit  zusammen,  daB  diese  (riattung  erst  merklich  oberhalb  20"  C  wachst 
und  unterhalb  i5''Csich  nicht  verniehrt;  es  handelt  sich  also  um  Bewohner  der 
warmeren  Klimate,  weil  die  natürlichen  Warmequellen  unserer  Gegenden,  wie 
Mist,  wohl  den  Bedürfnissen  vieler  thermophiler  Bakterien,  jedoch  nicht  den- 
jenigen   der  Alkoholhefen   entsprechen. 

Nach  dem  Vorhergehenden  ist  es  kaum  nötig,  noch  darauf  hinzuweisen, 
daB  auch  im  Schleimflusse  der  Baume  keine  Schizosaccharomyceten  vorkommen. 
Da  ich  jedoch  seit  dem  Erscheinen  meines  genannten  Aufsatzes  imstande  gewesen 
bin,  SchleimfluBfalle  genau  zu  untersuchen,  will  ich  darüber  noch  einige  Worte 
sagen.  Zunachst  erhielt  ich  groBartige  Sendungen  von  Herrn  Prof.  Lu  d  wig 
aus  Greiz  und  spater  habe  ich  selber  eine  Eiche  bei  de  Grebbe  in  Gelderland 
gefunden,  welche  die  Erscheinung  zwar  nur  an  einer  einzelnen  Stelle  zeigte, 
jedoch  in  typischer  Ausbildung.  In  dem  Materiale  von  Herrn  Ludwig  waren  die 
eigentlich  interessanten  Arten  abgestorben,  dagegen  gelang  mir  deren  Isolierung 
leicht  aus  dem  niederlandischen  Materiale.  Als  ich  die  schleimige  Masse  auffand, 
war  dieselbe  ganzlich  überdeckt  mit  einer  Schicht  kleiner,  brauner  Fliegen  und 
entwickelte  einen  ebenso  herrlichen  Geruch  nach  Estern.  wie  ich  niemals  anders 
beobachtet  habe.  Natürlich  richtete  ich  meine  Aufmerksamkeit  zunachst  auf  die 
Schleimbakterien,  welche  offenbar  die  eigentliche  Ursache  der  Erscheinung  sind, 
und  allen  anderen  Bewohnern  Platz  bereiten.  Die  Isolierung  war  eine  schwierige, 
und  es  hat  sich  herausgestellt.  daB  die  aktive  Bakterie,  welche  von  Herrn  Ludwig 
Leuconostoc  Lagerheimii  genannt  wird,  eine  stark  schleimerregende  Essig- 
bakterie  ist.  Die  übrigen  bisher  aus  dem  Schleimflusse  beschriebenen  Arten  lieBen 
sich  viel  leichter  isolieren  wie  der  Urheber,  und  bis  heute  kultiviere  ich  die 
interessanteren  darunter  immerfort.  Meine  frühere  Erwartung,  daB  sich  im  Schleim- 
flusse Maltosehefen  vorfinden  könnten,  ist  jedoch  durchaus  nicht  verwirklicht, 
alle  darin  vorkommenden  Garungserreger  vergaren  nur  Saccharose  und  Glukose, 
wie  denn  auch  überhaupt  in  der  Eiche  keine  Maltose  vorkommen  dürfte  ' ).  Von 
Schi  zo  sac  c  h  ar  o  my  c  es  nicht   die  geringste   Spur. 


')  Die  kraftiKen  Garungserscheinungen,  welclie  Glukoseliefen,  wie  S.  ap  i  c  n  1  a  tu  s, 
Saccharosehefen,  wie  S.  Ludwigii  etc,  in  Malzwiirze  hervorruten,  dauern  nur  so  lange, 
als  die  entsprechenden  Zuckerarten  vorkommen;  die  Maltose  bleibt  bei  der  Garung 
unberührt  und  kann  ganzlich  unverandert  bleiben,  oder  vielleicht  naclitraglicb  für 
Wachstum  in  Betracht  kommen,  so  lange  bestimmte  Stickstoffquellen  niclit  feblen. 

Bei  dieser  Gelegenheit  wünsclie  ich  nncli  zu  bemerken,  daB  Endomyces  Magnusii 
bei  mir  niemals  Sporen  erzeugt,  und  daB  icli  Brefeld's  darauf  bezügliche  Figuren 
nicht  für  völlig  beweisend  halte,  weil  die  .^uskeimung  nicht  gesehen  ist.  Niemand  hat 
hier  die  Gegenvvart  von  Ascosporen  überzeugend  erwiesen,  und  nach  meiner  .Ansicht 
handelt  es  sich  dabei  jedenfalls  um  eine  besundere  Art  der  Gattung  Oidium.  Die 
Garung.  welche  dadurch  in  glukosehaltigen  Lösungen  hervorgerufen  wird.  stclit  nicht 
damit    im   W'iderspruclic,    denn    ich    erhielt    von    Herrn    Ludwig    eine    ganz    andere, 

17» 
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Leider  war  das  aufgefundene  Materia!  so  wenig  voluniinös,  daB  erfolgver- 
sprechende  Infektionsversuche  damit  nicht  gemacht  werden  konnten.  Zwar  habe 
ich  solche  im  groBen  MaBstabe  ausgeführt  mit  Prof.  Ludwig's  Sendungen, 
jedoch  mit  negativem  Erfolge,  was  aber  kaum  anders  erwartet  wurde,  weil  ich 
daraus  die  schleimerregende  Essigbakterie  auch  nicht  mehr  isolieren  konnte. 
Vielleicht  werden  mit  den  in  Reinkultur  gebrachten  Essigbakterien  Infektions- 
versuche gelingen,  was  noch  nicht  versucht  wurde.  Bei  dem  von  mir  aufge- 
fundenen  Falie  war  es  nicht  möglich,  die  Gegenvvart  von  Cossus  ligniperda 
zu  konstatieren.  Dennoch  meinte  ich,  daB  die  schleimende  Stelle  einer  Vervvun- 
dung  entsprach,  vielleicht  durch   das  AbreiBen  eines  Astes  entstanden. 


2.  Methode    zur    Isolierung:     Trennung    der    Ascosporen    von  den 

vegetativen   Hefezellen. 

Als  ich  durch  die  bei  vielen  Garungen  gemachten  Erfahrungen  die  Ueber- 
zeugung  gewonnen  hatte,  daB  die  Octosporushefe  eine  allgemein  vorkommende 
Art  ist,  habe  ich  mich  bemüht,  dieselbe  in  den  Waschwassern  der  früher  ge- 
nannten  Orientfrüchte  nachzuweisen.  Ich  vermutete,  daB  darin  die  achtsporigen 
Ascen  vorkommen  müBten,  welche  so  charakteristisch  sind,  daB  deren  Gegenwart 
wohl  nicht  durch  Erde  und  Schmutz  würde  verdeckt  werden  können.  Auch 
dieser  Nachvveis  ist  mir  in  den  Waschwassern  gewisser  Muster  von  Korinthen 
mehrfach  gelungen.  Als  ich  dadurch  die  weitere  Ueberzeugung  gewonnen  hatte, 
daB  die  Octosporushefe  jedenfalls  im  Ascosporenzustande  in  dem  Rohmateriale 
vorkommt,  konnte  an  die  Trennung  dieser  Ascosporen  von  den  anderen  Hefen, 
welche  wenigstens  meistenteils  nur  als  vegetative  Zeilen  angetrofifen  werden, 
gedacht  werden. 

Ich  legte  mir  nun  die  Frage  vor:  Ist  es  möglich,  bei  den  Hefen  die  vege- 
tativen Zeilen  zu  toten,  ohne  dabei  die  Ascosporen  zu  schadigen  ?  .\ls  X'ersuchs- 
material  erschien  die  Octosporushefe  selbst  besonders  geeignet,  weil  sie  eine 
asporogene  Rasse  erzeugt  hat,  und  anderseits  massenhaft  Sporenniaterial  darbietet. 
Ich  will  hier  nicht  die  verschiedenen  \^ersuche  schildern,  welche  kein  Resultat 
gegeben  haben,  sondern  sofort  den  mit  Erfolg  gekrönten  Weg  bezeichnen :  Die 
Ascoporen  können  im  trockenen  Zustande  bis  auf  105",  iio",  ja  bis  auf  115"  C 
(und  vielleicht  bei  absoluter  Wasserentziehung  noch  höher)  erhitzt  werden,  ohne 
abzusterben.  Die  vegetativen  Zeilen  sterben  dagegen  auch  im  trockenen  Zustande 
schon  bei  viel  niedrigeren  Temperaturen,  namlich  bei  ca.  80"  C  vollstandig  ah, 
wahrend  schon   bei   56"  C  ein   massenhaftes  Absterben   derselben   beginnt  '). 

Wie  ich  erwartet  hatte,  und  das  ist  eben  das  Prinzip  der  Trennungsmethode 
geworden,  sterben  auch  die   vegetativen   Zeilen   der  fremden  Hefen   beini  Erhitzen 


ziemlich  nahe  mit  Oidium  lactis  verwandtc  Oidiumart,  welche  ebenfalls  Glukose 
alkoliolisch  vergiirt.  Diese  Forin  wurde  von  Hcrrn  L  u  d  w  i  g  in  dem  Schleimflusse 
(wie  ich  meine)   einer  wilden  Kastanie  gefundcn. 

')  Wie  sich  andere  AlkolioHiefcn  in  dieser  Beziohuiig  verlialteii,  wcrde  ich  spater 
mitteilen. 
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im  trockenen  Zustand  schon  massenhaft  bei  ca.  56°  C,  wodiirch  sich  betiuem  eine 
relative  Anreicherung  der  Ascosporen  in  Bezug  auf  die  vegetativen  Zeilen  anderer 
Hefen  in  irgend  einem  Materiale  erreichen  laBt,  das  einzige,  was  für  erfolgreiche 
Isolierung  notwendig  ist. 

Diese  Erfahrung  wurde    nun    die   Basis    für  folgendes  Trennungsverfahren : 

Mit  viel  anhangender  Erde  verunreinigte  Korinthen  ')  sowie  Feigen  wurden 
mit  wenig  Wasser  abgewaschen  und  dieses  nach  kurzer  Zeit  (iim  nicht  zu  viel 
Zucker  zu  extrahieren)  abgelassen,  auf  eine  Glasplatte  ausgegossen  und  dann 
langsam  im  Thermostaten  bei  30"  C  getrocknet.  Die  trockenen  Platten  wurden 
dann  in  eine  Trockenstube  gebracht  und  sehr  langsam  bis  auf  56"  C  erhitzt. 
Bei  dieser  Temperatur  wurde  mit  einem  Messer  etwas  Material  abgekratzt  oder 
es  wurde  aufgeweicht,  und  das  Material  einerseits  zur  Aussaat  auf  Malzwürze- 
gelatine  verwendet  (wobei  jedoch  nur  in  sehr  vereinzelten  Pallen  Octosporus- 
kolonieen  erhalten  wurden),  andererseits  wurden  damit  Garungsversuche  ausge- 
führt,  indem  es  in  flüssige  Würze  von  10  Saccharometergraden  gebracht  wurde, 
welche  mit  Milchsaure  auf  den  Saiiretiter  6 — 9  Proz.  Normalsaure  gebracht  war. 
Besonders  die  letztere  Versuchanstellung  gab  ein  interessantes  und  beinahe  kon- 
stantes Resultat.  Bei  30"  C  aufgestellt,  blieben  die  meisten  Kölbchen  wahrend 
3  Tagen  unverandert.  Dann  bildete  sich  darin  (neben  Mycel  von  Aspergillus 
niger,  welches  leicht  mit  dem  Platinfaden  zu  entfernen  ist)  ein  weiBes  Praci- 
pitat  von  Tetraden  und  Octaden  der  Octosporushefe  augenscheinlich  in  Rein- 
kultur;  als  diese  sich  stark  vermehrte,  kam  jedoch  auch  ein  gevvöhnlicher  S  a  c- 
charomyces  zur  Entwicklung,  welcher  am  6.  Tage  sozusagen  Alleinherrschaft 
erlangte  und  die  Octosporushefe  zurückdrangte.  Natürlich  hatte  ich  am  4.  Tage» 
als  die  fremde  Hefe  noch  kaum  sichtbar  war,  eine  Würzegelatinplatte  angelegt, 
welche  bei  der  von  mir  stets  geübten  »Oberflachenaussaat«  ein  wunderschönes 
Kolonieengemisch  von  schneeweiBen,  mehr  trockenen,  etwas  rauh  punktierten 
Octosporuskolonieen  und  wenigstens  drei  mehr  gelblich  gefarbten  gewöhnlichen 
Hefearten  hervorbrachte.  Diese  drei  letzteren  waren  deshalb  durch  Eintrocknen 
bei  56°  C  50  lethargisch  geworden,  daB  sie  mehrere  Tage  zum  Auskeimen  erfor- 
derten,  wahrend  Octosporus  otïenbar  sofort  ausgekeimt  war.  In  dem  für  diesen 
Versuch  verwendeten  Praparate  fehlte  Weinhefe.  Ware  diese  gegenwartig  ge- 
wesen,  so  würde  ich  höher  erhitzt  haben,  weil  die  letale  Temperatur  dafür 
höher  liegt. 

Die  von  Smyrnafeigen  isolierte  Octosporushefe  kann  ich  nicht  von  den  unter 
sich  ebenfalls  identisch   erscheinenden   Korinthenisolierungen   unterscheiden. 

Da  mein  zunachst  beabsichtigter  Zweck  erreicht  war,  ist  es  nicht  notwendig, 
auf  die  Folgen  der  weiter  fortgesetzten  Erhitzung  des  eingetrockneten  Hefematerials 
hier  naher  einzugehen. 

In  Bezug  auf  die  Versuchsanstellung  wünsche  ich  noch  zu  bemerken,  daB 
die  Garungserscheinungen  einen  schnelleren  |Verlauf  haben  können,  wenn  die 
Würze  nicht  auf  6 — 9  Proz.  Normalsaure  angesauert  wird,  sondern  niedriger; 
da  die   Octosporushefe  aber  Saure  gut  vertragt,  fand  ich  es  den  zahlreichen   mit 


-)   Besonders  türkiscbe  Korinthen    sind    stark  verimreinigt    und    tragen    viel  Octo- 
sporushefe. 
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hineingebrachten  Bakteriensporen  gegenüber  ratsam,  den  Sauretiter  hoch  zu  nehmen. 
Allerlei  andere  Betrachtungen.  wozu  mein  Versuch  Veranlassung  giebt,  mussen 
hier  übergangen   werden  '). 


3.   Bildung  einer  asporogenen    Rasse   bei   der  Octosporushefe. 

Es  ist  von  verschiedenen  Seiten  daraul  hingewiesen,  daB  die  Ascosporen- 
bildung  bei  den  Saccharomyceten  trotz  ihrer  hohen  Bedeutung  für  die  Diagnose 
der  wilden  Arten  eine  höchst  veranderliche  Erscheinung  ist,  welche  in  unseren 
Laboratoriumskulturen  durchaus  keine  Konstanz  besitzt  und  für  die  Charakteristik 
der  Varietaten  jedenfalls  bei  unseren  gegenwartigen  Kenntnissen  nicht  zu  ver- 
wenden ist.  Meine  Erwartung,  daB  auch  bei  der  Octosporushefe  Verschieden- 
heiten  zwischen  den  verschiedenen  Zeilen  in  Bezug  auf  die  Leichtigkeit  der  Asco- 
sporenbildung  bemerkbar  sein  würden,  hat  sich  in  ganz  eklatanter  Weise  bestatigt. 
Es  hat  sich  namlich  herausgestellt,  daB  schon  sofort  bei  der  Kultur  und  deshalb 
auch  wohl  im  Naturzustande  eine  Spaltung  unserer  Hefe  in  zwei  Rassen  statt- 
findet,  welche  als  «vegetative  und  generative«  oder  besser,  vielleicht,  als  »asporogene« 
und  »sporogene  Rasse«  benannt  werden  können,  und  welche,  wie  mit  einem  Blicke 
aus  meinen  Photogrammen  zu  sehen  ist,  so  auBerordentlich  verschieden  sind, 
daB  man  eigentlich  mehr  geneigt  ist,  hier  von  verschiedenen  Arten  wie  von 
Rassen  zu  sprechen.  Ferner  ergab  sich,  daB  die  Manipulationen  der  Reinkultur 
die  fortwahrende  Anhaufung  der  vegetativen  Rasse  begunstigen.  Schon  langst 
war  mir  aufgefallen,  daB  meine  Kuituren  eine  auBerordentliche  Verschiedenheit 
in  der  Anzahl  der  Ascosporen  bei  übrigens  gleichen  Kulturbedingungen  aufweisen. 
Eine  genauere  Verfolgung  zeigte,  daB  es  sich  um  eine  Erscheinung  handelt,  welche 
nicht  nur  in  der  genannten  Beziehung,  sondern  auch  in  anderen  Hinsichten  den 
in  Betracht  kommenden  Zeilen  ein  besonderes  \"erhalten  aufpragt,  welches  zwar 
nur  bei  sehr  bestimmten  Kulturbedingungen  leicht  zur  makroskopisch  sichtbaren 
Beobachtung  kommt,  aber  einmal  aufgefunden,  sich  unter  den  verschiedenartigsten 
Verhaltnissen  als  konstante  Erscheinung  ausweist.  Zunachst  sei  bemerkt,  daB 
ich  hier  unter  »bestimmten  Kulturbedingungen*  das  Anlegen  von  Kolonieen- 
kulturen  auf  dicken  Würzeagarplatten  verstehe.  Dieses  ist  durchaus  notwendig, 
um  bei  der  Selektion  ein  sicheres  Kennzeichen  zu  haben;  auf  Würzegelatine  ist 
der  Unterschied  zwischen  den  beiden  Formen  nicht  makroskopisch  zu  beobachten. 
Es  stellt   sich   dagegen   heraus,    daB    die   Kolonieenkulturen,    welche    auf  Würze- 


')  Nur  eines  will  ich  noch  bemerken.  Zur  BegriindunK  seiner  .Ansicht,  daB  die 
Alkoholgarung  nicht  notwendig  die  Gegenwart  lebenden  Protoplasmas  ertordert,  führt 
Hcrr  E.  Buchncr  an  (Ber.  d.  deutsch.  chem.  Gesellsch..  Bd.  XXX,  1897,  p.  Ilio; 
vergl.  auch  II.  Will,  Zeitschr.  f.  Brauwesen,  Jahrg.  XX.  1897,  p.  362).  daB  bei  100°  C 
getrocknete  Hefe  (unter  Umstanden)  noch  imstande  ist,  Rohrzucker  zu  vergaren.  Wie 
man  aus  mcinem  X'crsuche  sieht,  kann  icli  darin  keinen  Beweis  sehen,  denn  auch  das 
für  die  Ascosporen  in  Anwendung  kommende  Protoplasma  der  Hefezelle  kann  auf 
100°  C  erhitzt  werden,  ohne  zu  sterben.  Aber  selbst  aus  der  Tatsache,  daB  eine  Hefe- 
zelle nicht  mehr  zum  Wachstum  zu  bringen  ist,  darf  nicht  ohne  weiteres  geschlossen 
werden.  daB  alle.Konstituentcn  darin  tot  sind.  Ich  würde  dafür  allerlei  Analogieën  aus 
dem  Pflanzen-  und  Ticrreicli  anführen  können,  welche  zeigen,  daB  bestimmte  Teilr 
nicht  wachstumsfiihiger  Zeilen   dcnnoch   lebendig  sein  können. 
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agarplatten  oder  in  Reagenzröhren  auf  Würzeagar  angelegt  werden,  bei  vollstan- 
diger  Reife,  d.  h.  nach  der  Erschöpfung  des  Nahrbodens,  von  dreierlei  Natur 
sind:  Erstens  weiSe.  welche  nur  aus  Ascen  und  Ascosporen  bestehen;  zweitens 
hellbraunliche,  welche  nur  vegetative  Zeilen  und  ascenartige,  jedoch  ascosporen- 
freie  Zeilen  enthalten ;  drittens  sehr  leicht  braune,  »gemischte«  mit  allen  drei  Ele- 
menten. Eben  diese  an  und  für  sich  geringe  Farbenverschiedenheiten  haben  mich 
zur  Entdeckung  der   Rassenbildung  geführt. 

Die  hellbraunlichen  Kolonieen  ergeben  sich  bei  der  Aussaat  als  konstant  und 
erblich  asporogen. 

Bei  der  Aussaat  der  »weiBen«  Kolonieen  entstehen  neben  vielen  weiBen  wieder 
einige  »braune«,  woraus  sich.  wie  zuvor,  die  asporogene  Form  als  konstante  Rasse 
ableiten   laBt.  sowie  zahlreiche  »Mischkolonieen«. 

Werden  von  den  sehr  leicht  braunen»Mischkolonieen«  neue  Kolonieenaussaaten 
angelegt,  und  zwar  ebenfalls  auf  Würzeagar.  so  ergiebt  sich,  daB  sie  ebenfalls  in 
»weiBe«  und  »braune«  zerfallen,  nur  in  anderem  Verhaltnisse  wie  bei  der  Aussaat 
der  weiBen,  wovon  sie  oft'enbar  nur  graduell  verschieden   sind. 

Sat  man  namlich  den  Mischkolonieen  entlehntes  Material  auf  Würzeagar,  so 
entstehen  daraus  die  braunen.  voUstandig  asporogenen  Kolonieen  vielleicht  zu  i  Proz. 
in  Bezug  auf  die  weiBen,  ascenführenden.  Werden  dagegen  die  weiBen  Kolonieen 
auf  gleiche  Weise  untersucht,  so  mag  die  Zahl  der  sich  daraus  bei  direkter  Aussaat 
bildenden  braunen.  ganzlich  asporogenen  Kolonieen  eins  gegen  Zweitausend  sein. 
DaS  bei  einem  so  ungünstigen  Verhaltnisse  die  vegetativen  Zeilen  dennoch  im  Laufe 
der  Zeit  so  stark  in  den  gewöhnlichen  Reinkulturüberimpfungen  vorherrschen.  hangt 
mit  deren  starkerem  V'ermehrungsvermögen  unter  ungünstigen  Bedingungen  1  z.  B. 
Erschöpfung  des   Nahrbodens,   Luftmangel,  zu   hohe  Temperatur)   zusammen. 

Da  ich  die  Zahl  der  »braunen«,  asporogenen  Kolonieen  bei  erster  Isolierung 
aus  den  Rohmaterialien  ungefahr  beurteilen  kann,  glaube  ich,  daB,  wenn  dazu  irgend 
eine  Veranlassung  vorlag.  es  leicht  sein  würde,  aus  dem  Verhaltnisse  zwischen  Ascen 
und  vegetativen  Zeilen  in  den  alteren  Reinkulturen  zur  Zeit,  wenn  wegen  Er- 
schöpfung des  Nahrbodens  kein  Wachstum  niehr  stattfindet,  auf  jene  erste  Iso- 
lierungszeit  derselben  zu  schlieBen.  Doch  halte  ich  die  Sache  im  Augenblicke  noch 
nicht  für  wichtig  genug,  um  darauf  Zeit  zu  verwenden,  und  nur  eins  wünsche  ich, 
um  den  Gang  dieser  N'erhaltnisse  anzuweisen,  noch  zu  bemerken :  Bei  den  frisch 
aus  den  Waschwassern  der  Orientfrüchte  isolierten  Kuituren  erzeugen  auf  geeigneten 
Würzeagarplatten  alle  Zeilen  nach  ganz  wenigen  Teilungen  ohne  Ausnahme  Ascen 
unabhangig  vom  NahrungsüberschuB.  Dann  keimen  in  den  eigenen  (nicht  über- 
geimpften)  Kuituren  viele  Ascosporen  in  den  Kolonieen  selbst  sofort  wieder  aus 
und  hierbei  entstehen  permanent  asporogene  Zeilen  und  zahlreiche  neue  Ascen. 
Allmahlich,  und  wie  es  scheint,  nach  einem  bestimmten  Gesetze,  vermehrt  sich 
unter  dem  Einflusse  des  Lebens  im  Laboratorium  die  Zahl  der  vegetativen  Zeilen, 
welche  keine  Ascen  erzeugen,  bei  jeder  neuen  Ueberimpfung,  soweit  diese  ohne 
Kolonieenselektion  geschieht,  ohne  daB  dabei  zunachst  auBerlich  unterscheidbare 
Kolonieen  sichtbar  werden.  Endlich  wird  das  innere  Gleichgewicht  so  sehr  gestort. 
daB  braune  Flecke,  welche  ganzlich  aus  erblich  asporogenen  Zeilen  bestehen.  da 
und  dort  auf  dem  Impftische  zur  deutlich  makroskopisch  sichtbaren  Ausbildung 
gelangen. 
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Die  asporogene  Rasse  hat  folgende  Eigenschaften:  Die  Mehrheit  der  Zeilen 
ist  beinahe  ganz  rund  und  nur  kurz  vor  der  Teiiung  etvvas  ellipsoidisch  gestreckt 
(vergl.  Taf.  \'III,  Fig.  3).  Die  Vermehrung  findet  in  den  Kolonieen  auf  VVürze- 
gelatine  zunachst  nachdemgewöhnlichen  Schema  unter  »Jochbildung«  statt  (Taf.  Vil, 
Fig.  i),  beim  Aelterwerden  der  Kultur  dagegen  nur  durch  sehr  regelmaBige  Zwei- 
teilung,  wobei  die  Teilprodukte  einander  meistens  sofort  verlasen,  ohne  die  eigen- 
tümlichen  »Joche«  zu  erzeugen,  welche  für  die  ascenbildende  Rasse  (Taf.  VII, 
Fig.  2)  so  charakteristisch  sind.  Untersucht  man  die  auf  Würzegelatine  gealterten 
Kuituren  der  vegetativen  Rasse  zur  Zeit,  wenn  durch  Erschöpfung  des  Nahrbodens 
das  Wachstum  still  steht,  so  ist  der  Zustand  folgender:  Zahlreiche  Zeilen  sind 
betrachtlich  geschwollen,  jedoch  durchaus  nicht  so  stark  wie  bei  der  Ascenbildung, 
und  mit  der  Anschwellung  ist  bei  anderen  Zeilen  eine  erneute  Zellteilung  einher- 
gegangen,  oft  mit  aufeinander  senkrecht  gerichteten  Wanden,  wodurch  ein  sarcine- 
artiges  Aussehen  entsteht.  Solche  Zellgruppen  sind  jedoch  meistens  nur  4-,  5-  oder 
6-zellig.  Die  groBen  angeschwollenen  Zeilen  zeigen  mit  auBerordentlicher  Klarheit 
einen  groBen  abgeplattet-kugeligen,  oft  doppelten  Zellkern  im  Protoplasma.  In 
flüssiger  Würze  kultiviert,  ist  die  Verschiedenheit  zwischen  den  beiden  Rassen  viel 
geringer,  da  sovvohl  bei  der  sporenbildenden  wie  bei  der  asporogenen  nicht  nur 
zweizellige  Joche  vorkomraen,  sondern  ebenfalls  Zellfaden  von  3 — 4  Zeilen,  sowie 
die  für  Schizosaccha  r  omy  ces  so  eigentümlichen  Tetraden  und  Octaden.  Die 
einzige,  wie  ich  glaube,  konstante  Verschiedenheit  besteht  darin,  daB  die  Zeilen 
einer  asporogenen  Giirung  im  Mittel  etwas  kleiner  sind  wie  diejenigen  einer  sporo- 
genen,   doch  ist  auch   dieser  Unterschied  sehr  gering. 

,\uch  in  den  jungen  Kolonieen  auf  Würzegelatine  und  Agar  sind  die  Ver- 
schiedenheiten  noch  nicht  ausgepragt,  so  daS  die  Fig.  i,  welche  eine  sehr  junge 
Koloniekultur  von  der  asporogenen  Form  zur  Ansicht  bringt,  nicht  anders  sein 
würde,  wenn  Kolonieen,  vom  gleichen  Entwicklungsstadium  aus  Ascosporen  her- 
vorgegangen,  photographiert  waren. 

Obschon  die  Rassenbildung  (oderPolymorphie)  auch  bei  mehreren  anderen  Hefe- 
arten  sehr  ausgesprochen  vorkomrat  und  sich  dabei  sowohl  in  dem  allgemeinen  Habi- 
tus wie  in  Bezug  auf  die  Ascosporenbildung  auBert,  ist  mir  trotz  vieler  Erfahrung 
auf  diesem  Geblete  noch  niemals  ein  Beispiel  bekannt  geworden,  wo  neben  einer  so 
pragnanten  morphologischen  Differenz  zwischen  den  Rassen  auch  so  viele,  sehr  be- 
merkenswerte  physiologische   Unterschiede  zur  Ausbildung  gelangt  sind  wie  hier. 

Als  solche  nenne  ich  in  erster  Linie  das  starke  Zurücktreten  der  Trypsin- 
bildung  bei  der  asporogenen  Rasse,  wahrend  diese  Funktion,  unter  noch  naher 
zu  besprechenden  Verhaltnissen,  bei  der  ascenbildenden  Rasse  sehr  stark  ausge- 
bildet  ist.  Ich  erinnere  ferner  an  den  sehr  deutlichen  Farbenunterschied,  welcher 
selbst  in  den  Sedimenten  der  Garungen  zu  bemerken  ist,  durch  die  entschieden 
dunklere  Farbe  der  vegetativen  Rasse.  In  Bezug  auf  die  Blaufarbung  durch  Jod 
sei  bemerkt,  daB  diese  nur  an  den  Sporenwanden  zu  erzielen  ist,  deshalb  eben- 
falls bei  der  vegetativen  Rasse  nicht  vorkomnien  kann.  Im  Wachstum  der  Kolonieen 
auf  der  Nahrgelatine  sind  deutliche  Verschiedenheiten  bemerkbar.  Ebenso  in  der 
nicht  unbetrachtlichen  Saurebildung,  welche  für  alle  drei  Schiz  osaccharo  my- 
cesarten,  welche  bis  jetzt  bekannt  sind,  charakteristisch  ist  —  sie  ist  bei  der 
vegetativen   Rasse  höher   wie  bei   der  sporogenen. 
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Eigentümlich  ist  auch,  daB  in  den  Kuituren  der  asporogenen  Form  so  viele 
abgestreifte  Zellwande  vorkoinmen,  vvelche  bei  der  sporogenen  Rasse  fehlen,  wobei 
sie  wohl   durch  die  Wande  der  entleerten  Ascen   ersetzt  werden. 

Die  beste  Methode,  um  die  für  Vergarung  fahigen  Zuckerartcn  festzustellen, 
besteht  in  der  Auflösung  von  ca.  10  Proz.  des  zu  untersuchenden  Körpers  in  ange- 
sauertem  Hefewasser  (10 — 20  g  PreBhefe  abgekocht  in  100  g  Wasser  und  klar 
filtriert)  und  Aussaat  der  zu  untersuchenden  Hefe  in  dieser  Flüssigkeit  im  Garungs- 
kölbchen  '). 

Auf  diese  Weise  untersucht,  konnte  ich  für  beide  Rassen  meine  früheren  An- 
gaben  nur  auf  gleiche  Weise  bestatigt  finden.  so  daB  ich  darauf  hier  nicht  weiter 
einzugehen  branche-). 

Uebrigens  sind  in  dem  Verlaufe  der  Alkoholgarung  kleine  Ditïerenzen  unver- 
kennbar,  so  verlauft  die  Angarung  am  schnellsten  bei  der  asporogenen,  die  Haupt- 
garungen   dagegen   bei  der  sporogenen   Form. 

Die  Frage,  ob  die  Entstehung  der  asporogenen  Rasse  auf  unbekannten  und 
zunachst  sich  dem  Experiment  entziehenden  Verhaltnissen,  d.  h.  auf  »Keiniesvaria- 
bilitat«  beruht,  oder  durch  »Angewöhnung«  an  bestimmte  Lebensverhaltnisse,  oder 
auf  andere  Weise  künstlich  herbeigeführt  werden  kann,  —  diese  Frage  konnte  ich 
noch  nicht  zu  meiner  völligen  Befriedigung  beantworten;  vielleicht  werde  ich  Ge- 
legenheit  haben,  darauf  spater  zurückzukommen.  Ich  wünsche  hier  noch  hervor- 
zuheben,  daB  meine  O  et  osp  orushefe  in  morphologischer  und  kultureller  Hinsicht 
ein  besonders  geeignetes  Material  darstellt  für  das  Studium  solcher  Fragen  über- 
haupt, und  ich  erlaube  mir  diejenigen  Biologen,  welche  sich  mit  dem  so  wichtigen 
physiologischen  Vorgange  der  Zellvariabilitat  beschaftigen.  darauf  aufmerksam  zu 
machen. 

Ehe  ich  diesen  Paragraphen  abschlieBe,  noch  ein  Wort  über  die  Rassenbil- 
dung  bei  den  anderen   Hefen. 

Einmal  darauf  aufmerksam  geworden,  konnte  ich  bei  Schizosacch.  asporus 
in  den  Agarkulturen  ohne  Alühe  »braune«  und  »weiBe>  Kolonieen  finden,  welche 
ofïenbar  den  weiBen  und  den  »Mischkolonieen'<  bei  Sch.  octosporus  entsprechen. 
Dieses  war  um  so  mehr  bemerkenswert,  weil  Sch.  asporus  keine  Ascosporen 
erzeugt.  Es  ergab  sich,  daB  die  weiBzelligen  Kolonieen  nur  aus  dicken,  kurzen, 
die  braunen  sowohl  aus  dicken,  kurzen,  wie  aus  langen  dunnen  Zeilen  bestehen. 
Die  weiBen  Zeilen  erzeugen  in  den  erschöpften  Kuituren  viel  mehr  stark  und  un- 
regelmaBig  angeschwollene  Zeilen  wie  die  braunen  und  machen  den  Eindruk, 
daB  sie  der  ascenführenden  Rasse  bei  S.  octosporus  entsprechen.  Die  so  erhal- 
tenen   Rassen  sind  bisher  konstant  geblieben. 

Bei  Sch.  pombe  konnte  ich  »braune«  und  »weiBe«  Kolonieen  ebenfalls  auf- 
finden  und  zugleich  eine  anderweitige  Spaltung  in  zwei  Rassen  erzielen,  wovon 
die  eine  viel   mehr  Sporen   erzeugt  wie  die  andere. 


')  Meine  Garungskolbchen  fassen  in  dem  geschlosscnen  Bein  ca.  25  cm'  und  sind 
mit  aufgeschliflfener  Glaskappc  verschlosscn. 

-)  Bei  dieser  Gelegenheit  wünsche  ich  zu  bemerken,  daS,  wahrend  die  Octo- 
sporushefe  Rohrzucker  nicht  vergart,  der  von  Herrn  Eykman  in  den  .^rakgiirungen 
auf  Java  entdeckte  Schizosaccharomyces  asporus  dieses  wohl  thut,  und  zwar 
mit  ziemlich  starker  Tntensitat. 
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Merkwürdigerweise  fand  ich  eine  Spaltung  in  »braune«  und  »weiBe«  Kolonieen« 
bei  der  ersten  besten  Weinhefe,  welche  ich  darauf  untersuchte,  doch  konnte  die 
Beziehung  zur  Ascosporenbildung  hier  nicht  so  deutlich  festgestellt  werden,  so 
daB  die  Erscheinung  den  vorhergehenden  Angaben  vielleicht  nicht  angereiht 
werden  kann  und  für  eine  theoretische  Betrachtung,  welche  übrigens  genügend 
auf  der  Hand  hegt,  fehlt  mir  zur  Zeit  noch  ausreichendes  Beobachtungsmaterial, 
um   darüber  etwas  wirklich   Interessantes   und  AbschlieBendes  zu  sagen. 


4.   Proteolytische   Erscheinungen   bei  Alkoholhefen. 

Wohl  alle  Alkoholhefen  können  unter  Umstanden  in  alten  Kuituren  ihre 
Nahrgelatine  zur  Verfiüssigung  bringen.  Die  Eigenschaft  ist  jedoch  bei  den 
verschiedenen  Arten  auBerordentlich  verschieden  ausgepragt  und  selbst  "bei  den 
Subvarietaten  derselben  Art  oder  Varietat  verschieden.  So  finden  sich  in  der  Ober- 
hefe  der  Brauerei  d'Oranjeboom  zu  Rotterdam  immer  zwei  solche  Subvarietaten, 
welche  sich  durch  groBe  \'erschiedenheit  in  ihrem  \'erfiüssigungsvermögen  aus- 
zeichnen.  Weil  dort  mit  Reinkulturen  gearbeitet  wird,  und  zwar  auf  sehr  rationelle 
Weise,  muB  die  Verschiedenheit  sich  schon  nach  wenigen  Zellteilungsgenerationen 
immerfort  wieder  ausbilden. 

Die  zuniichst  der  Erscheinung  zu  Grunde  liegende  Ursache  lernte  ich  durch 
ein  genaues  Studium  der  Proteolyse  bei  der  O  ctosporushefe  kennen.  Diese 
Art  gehort  namlich  zu  den  am  starksten  verflüssigenden  Alkoholhefen,  welche 
es  überhaupt  giebt,  und  eignet  sich  durch  die  riesige  GröBe  ihrer  .\scen  für 
mikroskopische  Untersuchung  bezüglich  des  Ursprunges  des  proteolytischen 
Enzyms.  Ehe  ich  aber  das  hierbei  erhaltene  Resultat  erwahne,  wünsche  ich  die 
Frage  zu  beantworten,  ob  das  Enzym  als  Pepsin  oder  als  Trypsin  bezeichnet 
werden   muB. 

Bekanntlich  ist  das  hierbei  ausschlaggebende  Kriterium  das  MaB  der  Alka- 
linitat  oder  der  Aciditat,  wobei  die  optimale  Proteolyse  stattfindet.  Ich  habe  nun 
zunachst  die  verschiedenen  in  der  Litteratur  angeführten  Methoden  zum  Be- 
stimmen  von  Pepsin  und  Trypsin  nachgeprüft  und  habe  schlieBlich  als  für  meinen 
bestimmten   Zweck   am   besten  geeignet   folgendes   X'erfahren   befolgt : 

Eine  Lösung  reiner  Gelatine  in  destilliertem  Wasser  wird  in  gieiche  Partieen 
verteilt  und  diese  werden  entweder  mit  Xatriumkarbonat  alkalisch  gemacht,  in  der 
Weise,  daB  eine  Praparatenreihe  entsteht,  welche  resp.  i,  2,  3,  4,  5  und  6  cm^ 
Xormalsaure  für  die  Neutralisation  von  100  cm'  des  Praparates  erfordern,  anderer- 
seits  eine  zweite  Praparatenreihe.  welche  durch  Salzsaure  soweit  angesauert  wird, 
daB  für  100  cm^  der  Gelatine  resp.  i,  2,  3,  4,  5,  6,  7,  8,  9  und  10  cm^  Xormal- 
lauge  gefordert   werden. 

Alle  diese  16  Gelatinepraparate  werden  nun  in  kleine  Glasdosen  zu  sehr  dicken 
Schichten  ausgegossen  und  erstarren  gelassen.  Auf  die  so  erhaltenen  Platten 
werden  gieiche  Tropfen  der  zu  untersuchenden  Materialien  gebracht,  alle  werden 
bei  gleicher  Temperatur  von  ca.  20°  C  aufgestellt,  und  es  wird  beobachtet,  wie 
tief  die  Tropfen  nach  24  Stunden  eingesunken  und  wie  weit  sie  sich  seitlich  aus- 
gedehnt  haben,    wobei    eine    sehr  hübsche  Scala    entsteht.     Es    hat    sich   ergeben. 
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daB  das  \'erfahren  auBerordentlich  genaue  Messungen  erlaubt  und  zum  Xach- 
weise  mikroskopisch  geringer  Quantitaten  der   Enzyme   \'orzügliches  leistet'). 

Ich  will  nun  noch  vorher  angeben,  welches  Resultat  die  bereits  im  Handel 
vorkommenden  Enzympraparate,  nach  dieser  Methode  untersucht.  ergeben  haben. 
—  Für  das  Trypsin :  i.  Alle  Trypsinpraparate -)  verflüssigen  die  alkalischen  Ge- 
latinen  und  diejenigen  Gelatinen  mit  i  cm'  Xormalsaure  pro  100;  die  optimale 
Verflüssigung  tritt  ein  bei  ca.  2 — 3  cm'  Xormalalkali  pro  100.  2.  Die  besseren 
Pankreaspraparate  verflüssigen  noch,  vvenn  auch  schwach,  bei  einem  Sauregehalte 
von  höchstens  6  cm'  und  wird  die  Verflüssigung  erst  bei  10  cm'  (wenn  auch 
nicht  absolut)  gleich  Null.  —  Für  das  Pepsin  ergab  sich :  i.  das  Optimum  der 
\'erflüssigung  für  die  verschiedenen  im  Handel  vorkommenden  (sowie  eigens  an- 
gefertigten  Praparate)  liefst  bei  3 — 6  cm'  Xormalsauregehalt.  2.  Bei  i  cm'  Saure 
ist  die  peptische  Wirkung  sehr  gering.  3.  Bei  alkalischer  Reaktion.  selbst  schon 
bei    I  cm'   Xormalalkali   findet  keine  peptische   \'erflüssigung  mehr  statt. 

In  den  meisten  Fallen  konnte  ich,  wie  man  aus  dem  X'orhergehenden  sieht, 
für  den  qualitativen  Xachweis  mit  zwei  \'ersuchen  auskommen,  namlich  mit  einer 
Gelatine,  welche  alkalisch  war,  und  zwar  zu  2 — 3  cm'  Xormallauge  auf  100,  und  einer 
zweiten  Gelatine,  welche  sauer  war,  zu  6  cm'  Xormalsaure  auf  100.  Fand  auf 
ersterer  \"erflüssigung  statt.  so  muBte  auf  Trypsin  geschlossen  werden,  wahrend 
Verflüssigung  der  zweiten  erst  dann  auf  Pepsin  schlieBen  lieB,  wenn  auch  noch 
bei   10  cm'  Saure  eine  wenn  auch  geringere  Verflüssigung  zur  Beobachtung  kam. 

Bei  der  Untersuchung  der  Proteolyse  durch  .-Vlkoholhefen  muBte  ich  diese 
vergleichende  Methode  deshalb  wahlen,  weil  ich  von  vornherein  gefunden  hatte. 
daB  dieselben  sowohl  auf  alkalischem  wie  auf  sauerem  Boden  verflüssigend  wirken. 
Inzwischen  war  das  Resultat  nicht  zweifelhaft :  Das  Enzym  aller  Alkoholhefen 
wirkte  viel  kraftiger  auf  den  alkalischen  Boden  wie  auf  den  sauern  und  zeigt 
schon  bei  6  cm'  Xormalsaure  überhaupt  keine  verflüssigende  Wirkung  mehr.  Das 
Enzym  der  Alkoholhefen  gehort  also  zu  der  Gruppe  der  Trypsine  und  ist  durch- 
aus  kein  Pepsin').  Wie  ich  erwartete,  lehrte  der  \"ersuch,  daB  das  Hefetrypsin 
auch   Gluten,   Caseïn.  Albumin   und   Fibrin  angreift. 

Ich  komme  nun  zur  Besprechung  meiner  mikroskopischen  und  anderweitigen 
speziellen    Beobachtungen. 

Das  Trysin  ist  ein  durch  Agarplatten  und  durch  Pergamentpapier  sehr  leicht 
dififundierendes  Enzym,  welches  sich  durch  jene  Substrate  ungefahr  mit  der 
Diflfusionsgeschwindigkeit  der  reinen  Peptone  (etwas  langsamer  wie  Rohzucker) 
fortbewegt.  Man  konnte  deshalb  annehmen,  daB  dasselbe  auch  leicht  aus  den 
geschlossenen  Zeilen  der  .\lkoholhefen  nach  auBen  treten  kann,  und  ich  bin 
überzeugt,  daB   dieses   unter  Umstanden   auch  wirklich  geschieht ').    .\llein  meine 


')  Für  die  Beobachtung  bei  höheren  Temperaturen  habe  ich  ein  ahnliches  \'er- 
fahren  ausgearbeitet,  wobei  ich  Fibrin  oder  Caseïn,  in  Agarplatten  eingeschlossen,  ver- 
wende. Für  meinen  gegenwartigen  Zweck  brauche  ich  darauf  nicht  weiter  einzugehen. 

-)  Ich  habe  auch  die  lebenden  Blatter  von  Carica  papaya  nach  diesem  Ver- 
fahren  untersucht,  sowie  einige  insektivore  Pflanzen,  ferner  gewisse  Früchte,  wie  Feigen 
etc,  sowie  das  Fleisch  mehrerer  Hutschwamme,   stets    mit   sehr    scharfen   Resultaten. 

')  Mit  dem  Pankreastrypsin  halte  ich,  wie  gesagt,  dasselbe  nicht  für  völHg  identisch. 

*)  So  ist  es  eine  bekannte  und  nicht  unwichtige  praktische  Erfahrung,  da6  beim 
Brotbacken    PreBhefe    sehr    viel    besser    wirkt    wie  Bierhefe,    so   daB   kein  vernünftiger 
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früheren  Versuche  über  die  Laktase  der  Kefirhefe  hatten  ergeben,  daB  dieses 
ebenfalls  diffusionsfahige  Enzym  nur  unter  bisher  unbekannten  Verhaltnissen  aus 
den  Zeilen  heraustritt.  Auch  fand  ich,  daB  die  Zymoglukase,  d.  i.  das  Enzym, 
welches  innerhalb  der  Bier-  und  PreBhefezellen  die  Maltose  in  Glukose  ver- 
wandelt, niemals  nach  auBen  tritt.  Für  die  Bereitung  sovvohl  der  Laktase  wie 
der  Zymoglukase  ist  es  darum  notwendig,  die  Zeilen  zuvor  durch  Zerreiben  zwi- 
schen  Glasplatten  oder  mit  Sand  im  Mörser  zu  öffnen  und  zu  zerreiBen.  Ich 
muBte  von  vornherein  annehmen,  daB  solche  Verhaltnisse  auch  bezüglich  der 
Erzeugung  des  Trypsins  durch  die  Hefezellen  vorliegen  könnten.  Da  ich  ferner 
wuBte,  daB  bei  der  angegebenen  Darstellungsmethode  nicht  immer  Zymoglukase, 
resp.  Laktase  erhalten  werden,  sondern  daB  dafür  noch  bestimmte,  nicht  gut 
bekannte  physiologische  Bedingungen  realisiert  sein  mussen,  so  war  ich  auch  für 
das  Hefetrypsin  darauf  vorbereitet,  daB  besondere  LTmstande  sowohl  bei  dessen 
Entstehung  innerhalb  der  Zelle,  wie  beim  Hervortreten  desselben  nach  auBen 
eingreifen  könnten. 

Aus  der  Biologie  der  Trypsinbildung  ist  nun  wenigstens  ein  solcher  Um- 
stand  viel  besser  bekannt  wie  bei  den  anderen  Enzymen,  namlich,  daB  sich  inner- 
halb der  Zeilen  eine  Vorstufe  desselben  befindet,  das  Trypsinogen  '),  welches  erst 
bei  bestimmten  Bedingungen  das  Trypsin  in  Freiheit  kommen  laBt.  Zu  diesen 
bestimmten  Bedingungen  gehort  aber  das  Absterben  der  Zeilen  auf  eine  durch- 
aus  nicht  gleichgültige  Weise.  Wirft  man  z.  B.  eine  lebende  Pankreasdrüse  in 
Alkohol,  so  ist  das  Trypsin  verloren,  denn  die  Zeilen  sterben  so  schnell,  daB  sie 
nicht  Zeit  haben,  Trypsin  zu  erzeugen*).  LaBt  man  dagegen  ein  Pankreas  wahrend 
einer  Nacht  in  einem  warmen  Zimmer  absterben,  so  hat  sich  am  anderen  Tage 
massenhaft  Trypsin  gebildet,  welches  aus  den  wasserigen  Extrakten  mit  starkem 
Alkohol  als  sehr  aktives   Pulver  pracipitiert  werden   kann. 

Es  scheint  nun,  daB  dergleichen  Verhaltnisse  ebenfalls  vorherrschen  bei  der 
Entstehung  des  Trypsins  aus  den  Alkoholhefezellen.    Auch   hier  scheint  ein  lang- 

Backer  gegenwartig  mehr  Bierhefe  in  seinem  Betriebe  zulaBt.  Eine  eingehendere  Unter- 
suchung  hat  mich  nun  Folgendes  gelehrt:  Beim  Vermischen  des  eingeteigten  Mehles 
mit  Hefe  wird  ein  wenig  Trypsin  in  Freiheit  gesetzt  (also  wohl  —  jedoch  nicht  sicher  — 
aus  den  unverletzten  Zeilen).  Bierhefe  erzeugt  viel  mehr  Trypsin  wie  PreBhefe  und  das 
Enzym  wird  durch  diese  Hefe  auch  in  geringer  Menge  wahrend  der  Garung  im  Teige 
neu  gebildet.  Dadurch  erweicht  das  Gluten  in  l)edenklicher  Weise.  Beim  »Durch- 
schlagen«  des  Teiges  entweicht  demzufolge  die  Kohlensaure  sofort.  PreBhefe  erzeugt 
dagegen  viel  weniger  Trypsin  und  liiBt  das  Gluten  unberührt,  so  daB  beim  »Durch- 
schlagen»  die  Kohlensaure  nicht  entweichen  kann,  sondern  in  Tausende  von  kleiner 
und  kleiner  werdenden  Blaschen  vertcilt  wird,  welche  dem  Teige  die  gewiinschte  gleich- 
maBige  »Schauinstruktur«  verleihen. 

')  Für  das  Trypsinogen  (Zymogcn)  zu  vcrgleichen:  Heidenhain  in  llermann, 
Handbuch  der  Physiologie,  Bd.  V,  Teil  I,  1883,  p.  188.  Ob  das  «Trypsinogeno  nicht 
einfach  identisch  ist  mit  dem  «lebenden  ProtopIasma«  der  betreffenden  Pankrcaszelle, 
ist  eine  Frage,  auf  welche  ich  hier  nicht  eingehen  kann. 

')  Die  Diastase  kommt  dagegen  gleich  gut  aus  den  mit  .\lkohol  getöteten,  wie  aus 
den  langsam  abstcrbenden  Pankreaszellen,  wodurch  es  leicht  ist,  Pankrcasdiastase  zu 
bereiten,  welche  absolut  frei  von  Trypsin  ist,  wahrend  das  Umgekehrle,  d.  i.  die  Be- 
reitung diastasefreien  Trypsins  aus  Pankreas,  nicht  geüngt.  Doch  scheinen  die  Speichel- 
drüsen  sich  wieder  anders  zu  verhalten  wie  das  Pankreas.  denn  Wanen  spricht  von 
Ptyalogen  in  ptyalinfreien  Drüsen  (Centralbl.  f.  Physiologie,  Bd.  VIII,  1894,  p.  211). 
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sames  Absterben  die  eigentliche  Vorbedingung  für  die  Trypsinbiidung  zu  sein, 
wenigstens  lehrt  das  Mikroskop,  daB  Kuituren  mit  viel  Trypsin  stets  viel  tote 
Zeilen  enthalten  und  daB  die  \'ermehrung  beider  stets  parallell  geht.  Das  Ab- 
sterben muB  jedoch  auf  eine  ganz  bestimmte  Weise  stattfinden.  Wird  frische 
Hefe  —  ob  Octosporushefe  oder  irgend  eine  andere  Art,  ist  gleichgiltig  — 
getötet  durch  plötzliches  Einwerfen  in  Alkohol,  so  ist  das  Trypsin  ebenso  sicher 
verloren  wie  bei  deni  gleichen  Versuche  mit  der  Pankreasdrüse.  Findet  dagegen 
ein  langsames  Zereiben  mit  Sand  im  Mörser  statt,  so  kann,  wenn  das  Zerreiben 
nur  lange  genug  dauert,  eine  schwache  Trypsinbiidung  konstatiert  werden.  Bei 
meinen  oben  angedeuteten  Versuchen  zur  Darstellung  von  Zymoglukase  habe  ich 
dann  auch  immer  nebenbei  Hefetrypsin  in  geringer,  jedoch  in  sehr  abwechselnder 
Menge  erhalten. 

Bei  weitem  das  beste  Verfahren,  um  das  Enzym  zu  bekommen,  ist,  die  Kuituren 
auf  Xahrgelatine  altern  zu  lassen,  wobei  die  Gelatine  verflüssigt  und  eine  neutrale, 
alkalische'),  oder  sauere  Flüssigkeit  erhalten  wird,  woraus  sich  Trypsinpraparate 
von  betrachtlicher  Wirksamkeit  darstellen  lassen.  Alle  solche  Kuituren  ergeben 
bei  kultureller  und  mikroskopischer  Untersuchung,  daB  darin  massenhaft  tote 
Zeilen  vorkommen,  welche  ofïenbar  auBerst  langsara  abgestorben  sind,  und  sie 
lassen  darüber  keinen  Zweifel,  daB  die  Trypsinbiidung  darin  als  nekrobiotischer 
Vorgang  aufgefaBt  werden  muB.  Es  scheint  mir  nicht  aussichtlos,  daB  solche 
alte  verflüssigte  Kuituren  sich  ebenfalls  besondeis  geeignet  ergeben  werden,  um 
daraus   bei   Maltosehefen   Zymoglukase,    bei   Laktosehefen   Laktase  zu   bereiten. 

Bei  der  Octosporushefe  ergiebt  sich,  daB  ein  groBer  Unterschied  besteht 
in  der  Menge  des  gebildeten  Trypsins  bei  den  früher  beschriebenen  beiden  Rassen. 
Indem  namlich  die  Ascenbildung  mit  starker  X'erflüssigung  der  Gelatine  gepaart 
geht,  findet  dieses  bei  der  vegetativen  Rasse  kaum  oder  überhaupt  nicht  statt, 
solange  das  Wachstum  der  Kuituren  fortdauert.  Die  mikroskopische  Untersuchung 
der  Praparate  giebt  eine  zureichende  Erklarung  dieser  X'erschiedenheit,  denn 
wahrend  in  den  Gelatinekulturen  der  sporogenen  Varietat  an  einem  Punkte  Ascen 
entstehen,  öffnen  sich  die  an  anderen  Punkten  schon  früher  entstandenen,  wobei 
die  Sporen  freien  Austritt  erlangen.  Solche  sich  öffnende  Ascen  mussen  als  lang- 
sam  absterbende  Zeilen  betrachtet  werden  und  geben  faktisch  die  besten  Be- 
dingungen  für  Trypsinbiidung  ab.  Die  vegetative  Yarietüt  enthalt  dagegen  in 
den  noch  fortwachsenden  Kuituren  keine  oder  nur  relativ  wenige  absterbende 
Zeilen,  welche  darin  wenigstens  nicht  durch  einen  normalen  Vorgang,  wie  die 
Ausreifung  der  Ascen  dies  ist,  entstehen.  Erst  viel  spater,  wenn  durch  Erschöpfung 
des  Kulturbodens  und  des  Zellinhaltes  ein  umfangreiches  Absterben  der  Zeilen 
stattfindet,  bemerkt  man  auch  bei  der  asporogenen  Octosporushefe  eine  reich- 
liche  Trypsinbiidung,  ahnlich  derjenigen  bei  anderen  Alkoholhefen,  welche  keine 
Ascosporen  erzeugen. 

Die  proteolytische  Wirkung  des  Hefetrypsins  ist  eine  sehr  begrenzteT  d.  h. 
es  wird  nur  wenig  des  dargebotenen  Proteinkörpers  durch  eine  bestimmte  Trypsin- 


')  Die  meisten  Hefen  oxydieren  die  ursprünglich  etwa  beigegebenen  Sauren  aul 
geeigneten  Substraten  mehr  oder  weniger  vollstandig,  so  daB  man  bisweilen  in  den 
alten  geschmolzenen  Kuituren  eine  schwach  alkalische  Reaktion  in  ursprünglich  saucrcn 
Kulturböden  beobachten  kann. 
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menge  zersetzt,  —  das  Trypsin  selbst  geht  dabei  verloren.  Dieses  ^'ilt  ebenfalls 
für  das  l^ankreastrypsin  und  das  Trypsin  gewisser  Aspergillusarten  (vvelche  allein 
ich  in  dieser  Beziehung  untersucht  habe).  Dieser  Umstand  scheint  mir  nicht  ge- 
nügend  durch  Herrn  Fermi  in  seiner  jüngsten  Mitteilung  (Centralbl.  f.  Bakteriol. 
etc.  I.  Abt.  Bd.  XXII  1897.  p.  i)  beachtet  zu  sein.  Jedenfalls  ist  der  Ausdruck  »anti- 
enzymatische*  Wirkung  des  Blutserums,  welchen  dieser  Autor  verwendet,  zu  bean- 
standen,  denn  das  Blut  enthalt  z.  B.  sicher  ein  amylolytisches  Enzym.  Selbst  im 
Urin  findet  sich  ein  solches,  vvelches  schon  einen  Xamen  hat:  Xephrozymase. 
Auch  frage  ich,  wo  das  beinahe  ganzlich  in  den  Faeces  fehlende  Trypsin  der 
Darmcontenta  eigentlich  bleibt  ?  Vielleicht  wird  Herr  Fermi  antworten,  es  wird 
resorbiert.  Ich  behaupte  dagegen,  daB  es  bei  deni,  vielleicht  eben  durch  das 
Funktionieren  verschwindet. 

Bakteriologisches   Laboratorium   des   Polytechnikums 
zu  Delft,    10.  Juli  1897. 


F  i  g  u  r  e  n  er  k  I  a  r  u  n  g    zu    den    Taf  ein. 
Alles  gehort    zu    S  c  h  i  z  o  s  a  c  c  h  a  r  o  ni  y  c  e  s    o  c  t  o  s  p  o  r  u  s. 

Fig.  I  (420).  Gewöhnliches  Aussehen  der  jungen  Kuituren  beider  Rassen  auf  Würze- 
gelatine. 

Fig.  2  {420).  Die  sporogene  Rasse,  ausgewachsen,  niit  vielen  in  ,\scusbilduiig  be- 
griffenen  «Zelljocheni. 

Fig.  3  (420).  Die  asporogene  Rasse  unter  gleichcn  Bedingungen  wie  Fig.  2,  aus- 
gewachsen. 
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Fig.  I. 


Fig.  3- 


Fig.  2. 


Sporogene  und  asporogene  Rasse  von  Schizosaccharomyces  octosporus. 


Sur  les  diverses  espèces  de  bactéries 
acétifiantes'). 

Archives  Néerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles.  Haarlem,  Série  II,  Tomé  II, 
1899,  p.  180—189.  —  \'erscheen  onder  den  titel  »Ueber  die  .\rten  der  Essigbakterien« 
in  Centralblatt    tür   BakterioloKie    und   Parasitenkunde.   Jena,    II.  .\bteiliing.    I\'.  Band, 

1898,  S.  209—216. 

Du  moment  que  dans  1'étude  d'une  tonction  bactcrienne  quelconque  on  ne  se 
contente  pas  d'une  souche  issue  d'une  seule  culture  pure  et  propagée  par 
les  methodes  ordinaires,  mais  qu'on  revient  souvent  aux  sources  naturelles,  pour 
isoler  de  nouveau  la  forme  cherchee,  on  trouvera  dans  la  plupart  des  cas  que  les 
cultures  provenant  des  diverses  formes  isolees  ne  se  comportent  pas  de  même 
aux  points  de  vue  morphologique  et  physiologique.  On  est  en  conscquence  place 
dans  la  nécessité  de  creer  de  nouvelles  variétés  ou  espèces:  de  contróler  toujours 
avec  prudence  les  résultats  obtenus  par  d'autres  auteurs  au  moven  des  bactéries 
que  l'on  croit,  sur  la  foi  des  descriptions,  avoir  entre  les  mains;  enfin  de  ne  jamais 
oublier  que  la  bacteriologie  n'est  pas  encore  sortie  de  sa  première  période:  la 
période   descriptive. 

Ces  circonstances  sont.  d'une  maniere  jjénérale,  tres  défavorables  au  progrès 
de  cette  science.  mais  particulièrement  a  »la  bacteriologie  physiologique«.  En  effet, 
s'il  est  déja  tres  difficile  de  décrire  d'une  maniere  exacte  et  claire  des  formes 
fluctuantes,  la  difficulti-  augmente  encore  quand  il  s'agit  d'ttudier  et  de  décrire 
des   fonctions   tres  variables. 

L'étude  des  bactéries  acétifiantes  a  montré  qu'ici  ces  difficultés  existent  a 
un  tres  haut  degré.  Il  y  a  peu  d'anntes  encore.  on  croyait  que  la  faculté  de 
fabriquer  de  l'acide  aci/tique  ne  revenait  qu'a  une  seule  espèce  bacttrienne.  Les 
expérimentateurs  ultérieurs  se  sont  vus  forcés  de  créer  des  espèces  nouvelles ;  si 
bien  qu'aujourd'hui  Ie  nombre  des  formes  auxquelles  on  reconnait  Ie  rang  d'espèce 
est  déja  monté  a  sept.  Ce  nombre  devra  étre  considérablement  augmente  si  les 
auteurs  continuent  a  créer  une  nouvelle  espèce  du  moment  qu'une  nouvelle  parti- 
cularité  hereditaire  quelconque  semble  y  autoriser,  ce  qui  conduira  certainement 
au   décuple  des  espèces  aujourd'hui   reconnues  "),  on   peut  étre  a   un  nombre  bien 


')  Traduction  d'une  communication  faite  Ie  24  avril  189"  a  Delft,  au  5e  congres 
nécrlandais  des  sciences  naturelles  et  médicales.  (Voir  les  »HaiKielingen«  p.  263,  Harleni. 
Kleynenberg,   1897.) 

■)  Il  est  vrai  que  cette  «pulvérisation  des  cspèces«  dont  la  bacteriologie  soufifre 
actuellement  a  un  degré  si  aigu.  a  été  appliquée  aussi  par  quelques  auteurs  aux  organismes 
plus  élevés.    Je   rappelle.    pour  ce   qui   concernc    ks   plantes,    ce    qu'ont    lente    Jordan, 
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plus  grand  encore.  Or  comme  on  perd  ainsi  Ia  notion  classiqiie  de  l'espèce,  telle 
que  l'a  ttablie  Linné,  il  me  parait  que  l'on  devra  ici  aussi  en  revenir  si  possible 
a  l'établissement  de  groupes  aisément  définissables,  qui  pourront  embrasser  des 
séries  de  variétés.  Ces  groupes  de  variétés  prendraient  donc,  tout  comme  ils  l'ont 
toujours  fait  dans  la  classification  des  végétaux  et  animaux  supérieurs,  !e  rang 
d'espèces. 

Les  tres  nombreuses  variétés  que  j'avais  déja  pu  distinguer  dés  Ie  début  de 
mes  recherches  sur  les  bactéries  acétifiantes,  j'ai  taché  de  les  réunir  en  groupes 
susceptibles  d'ëtre  considérés  comme  espèces,  et  dans  lesquels  on  pourrait  aisément 
introduire  des  variétés  nouvellement  découvertes. 

Je  ne  tardai  pas  cependant  a  rencontrer  une  difficulté  que  je  n'ai  pu  encore 
complètement  écarter  jusqu'ici;  elle  consiste  en  ce  qu'il  y  a  des  «bactéries  acéti- 
fiantes«  qui  ne  fabriquent  pas   de  vinaigre. 

Aussi  longtemps  que  je  voyais  apparaitre  dans  mes  cultures  des  formes  pareilles, 
en  suite  d'une  variation  spontanée  d'individus  indubitablement  issus  de  vraies 
bactéries  acétifiantes,  la  parenté  systématique  demeurait  naturellement  tout  a  fait 
hors  de  doute.  Mais  si  ces  formes  avaient  été  isolées  de  stations  naturelles,  appartenant 
avec  plus  ou  moins  de  vraisemblance  a  ce  groupe,  naissaient  des  difficultés  de 
nature  diverse').  Je  dois  donc  renoncer  provisoirement  a  m'occuper  de  ces  formes 
et  avouer  que  dans  Ie  caractère  de  la  fabrication  d"acide  acétique  il  y  a  un  certaine 
manque  de  généralité  qui  empêche  probablement  la  classification  en  espèces  réellement 
naturelles.  Cependant  l'expérience  m'a  appris  que  ce  caractère  peut  dans  tous  les 
cas  servir  avec  succes  a   établir  un   »groupe   d'espèces  physiologiques«. 

Quant  a  Tindication  des  groupes  spécifiques  que  j'ai  finalement  été  amené  a 
considérer  bien  établis.  je  me  bornerai  ici  a  citer  les  quatre  espèces  principales, 
que  j'ai  jusqu'ici  reconnues  suffisamment  caractérisées.  Les  variétés  qui  s'y  rattachent 
ainsi  que  la  bibliographie  sont  données  en  détail  dans  la  these  de  doctorat  que 
M.  D.  P.  Hoyer  a  préparée  dans  mon  laboratoire,  et  dont  un  extrait  fait  suite 
a  la  présente  notice. 

Les   quatre  espèces  principales   sont  les  suivantes: 

1.  Bacterium  aceti  Pasteur,  la  bacterie  de  l'acétification  rapide  ( Schnellessig- 
fabrikation ),  vivant  a   la  surface  des  copeaux   de  bois   de   hétre  dans  lés  cuves^)» 

2.  y>'.  rancens  n.  sp..  la  bacterie  du  vinaigre  de  bière ;  je  rapporte  a  cette 
espèce  a  la  fois  la   ferme  cultivée  et   les  nombreuses   variétés   sauvages^) ; 


Gandoger  et  Icurs  succcsseurs;  mais  ces  auteurs  ont  ju^tenient  fourm  la  preuve  con- 
vaincante  de  la  stérilité  de  leur  methode. 

')  A  ces  «bactéries  acétifiantcs«  qui  ne  fabriquent  pas  d'acide  acétique  npparticnncnt 
a  mon  avis  plusieurs  bactéries  que  l'on  trouve  dans  Ie  vinaigre  de  table. 

')  Des  variétés  quelque  peu  aberrantes  du  B.  aceti  ont  été  rapportées  par  M.  Lindner 
a  un  genre  particulier,  Ie  Terviobiicterium,  dont  M.  Zcidler  a  décrit  récemment  une 
forme  sous  Ie  nom  de  T.  aceti. 

*)  Deux  des  nombreuses  variétés  du  B.  rancens  ont  été  décritcs  par  M.  Ilenncberg 
sous  les  noms  de  B.  oxydans  et  B.  acetosum.  M.  Hansen  a  par  crreur  donné  a  cette 
espèce  Ie  nom  de  B.  aceti,  de  même  M.  Brown.  Ni  l'un  ni  l'autre  de  ces  deux  auteurs 
ne  connaissaicnt  Ie  B.  aceti  Pasteur. 
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3-  B  Fasidirianiim  Hansen.  comprenant  les  bactiries  du  vinaigre  de  biire  qui 
se   colorent   en   bleu   par  Tiode   additionnc   d'acide   iodhydrique') ; 

4.  £.  xyliniim  Brown,  les  bactéries  qui  contribuent  énergiquement  a  Ia  perte 
en  acide  acétique  du   vinaigre.   Elles  forment  des  membranes  rcsistantes"). 

Il  est  vrai  qu'a  mon  avis  Ie  B.  Pasteurianum  n'est  guère  plus  qu'une  variété 
du  B.  raticens,  ce  qui  résulte  entre  autres  du  fait  que  les '  stries  d'inoculation  du 
B.  Pasteurianum  sur  la  biére  gélatinée  donnent  assez  souvent  des  ramifications 
qui  ont  perdu  htrcditairement  la  propriété  de  se  colorer  en  bleu  par  1'iode  et  se 
comportent  a  tous  les  points  de  vue  comme  Ie  B.  ronctns.  Seule  la  propriété  tres 
caractéristique  de  se  colorer  en  bleu  par  l'iode  et  Ie  fait  qu'il  s'agit  ici  d'une 
forme  généralement  reconnue  comme  spécifique  m'ont  ament-  a  lui  maintenir  Ie 
rang  d'espèce,  malgré  que  de  nombreuses  variétés  indubitables  du  B.  raticem  pré- 
sentent  entre  elles  des  différences  aussi  grandes  que  celles  sur  lesquelles  on  a 
fondé  l'espèce  B.   Pasteurianum. 

En  determinant  les  quatre  espèces  ci-dessus  j'ai  tenu  compte  de  tous  les 
caractéres  que  j'ai  rencontres  jusqu'ici  chez  les  bactéries  acétifiantes.  Ceux-ci  sont 
de  nature  si  différente,  que  certains  d'entre  eux,  quand  on  négligé  l'acétification, 
pourraient  servir  a  créer  d'autres  groupes  physiologiques  de  bactéries.  C'est  ainsi 
p.  ex.  que  plusieurs  variétés  de  B.  xylinuiii  pourraient  étre  rapportées  au  groupe 
physiologique  des  «bactéries  mucipares«,  qui  toutefois  devrait  renfermer  aussi  de 
nombreuses  autres  formes  de  bactéries  qui  ne  sont  pas  acétifiantes.  D'autres  carac- 
téres, auxquels  on  reconnait  actuellement  une  grande  importance  dans  la  division 
en  espèces  des  bactéries  acétifiantes  sont,  a  ce  que  l'expérience  m'a  appris,  si 
extrémement  variables  et  tellement  sous  la  dépendance  des  conditions  externes, 
que  je  n'ai  pu  en  faire  usage  pour  caractériser  ni  les  variétés  ni  les  espèces.  J'ai 
peu  a  peu  appris  a  reconnaitre  comme  un  excellent  caractère  de  distinction  la 
propriété  de  former  des  voiles  a  la  surface  des  liquides  nutritifs,  ou  l'absence  de 
cette   propriété'). 


■>  M.  Hansen  a  décrit  comme  nouvelle  »espèce«  \e  B.  Kütsingianum,  mais  d'après 
sa  description,  cette  forme  n'est  qu'une  variété  difficile  a  distinguer  du  B.  Fasteuriaiiuin. 
Je  connais  encore  nombre  d'autres  variétés  du  B.  Pasteurianum  bleuissant  par  rio<te, 
que  j'ai  isolées  de  l'eau  de  canal,  de  bières  a  fermentation  haute  ou  basse,  et  qui  se 
distinguent  beaucoup  plus  de  la  forme  principale  que  Ie  B.  Küt:ingia>utm,  sans  que  je 
puisse  leur  accorder  la  signification  d'espèces. 

■)  C'est  a  cette  espèce  que  se  rapportent  les  belles  recherches  de  M.  Bcrtrand 
sur  l'oxydation  de  la  glycerine  etc.  Ici  se  range  aussi  Ie  Leuconostoc  Lagerlwiinii  Ludwig, 
qui  constitue  la  plus  grande  masse  du  mucilage  dans  la  gomniose  des  chêncs  vivants. 

')  Des  voiles  peuvent  être  formés  a  la  surface  de  liquides  en  fermentation,  ou  en 
général  de  liquides  acides  alcooliques,  par  quatre  groupes  diflférents  d'organismes.  On 
distingue,  d'après  Xageli,  tres  rationnellement  les  types  suivants: 

1°  des  voiles  provenant  de  diverses  formes  de  Saccharomyces  mycoderina  (Kahm- 
h  aute). 

2°  des  voiles  provenant  de  diverses  formes  de  Saccharomyces  sphaericus  (Essig- 
aetherhaute). 

30  des  voiles  provenant  de  diverses  formes  ée  Saccharomyces  toruia  (Tor  u  1  a  h  iiu  t  e). 

40  des  voiles  provenant  de  bactéries  acétiques  (Essigh  au  te). 

Sur  des  liquides  alcalins  ou  ncutres.    avec   ou  sans  alcool.   divers  autres  microbes 

M.  W.  Be  ij  er  inck,  Verzamelde  Geschriften;   Derde  Deel.  18 
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Aussi  ai-je  continue  mes  recherches  dans  ce  sens,  et  j'ai  cherché  les  sub- 
stances  nutritives  naturelles  ou  artificielles  qui  fussent  les  plus  propres  a  donner 
a  eet  égard   des   résultats  constants. 

Je  reconnus  ensuite  que  divers  sucres,  surtout  Ie  sucre  de  canne,  appartiennent 
aux  raeilleur  réactifs  propres  a  distinguer  les  diverses  espèces  de  bactéries  acéti- 
fiantes.  Car  celles-ci  ne  sont  pas  seulement  tres  différentes  par  leur  propriété  de 
fermer  aux  dépens  de  sucre  un  acide  spécial,  l'acide  gluconique  —  propriété  ctudiée 
par  M.  Boutroux  et  plus  en  détail  par  M.  Brown  —  mais  encore  par  les  grandes 
différences,  aisément  reconnaissables,  dans  Ie  développement,  qui  distinguent  les 
espèces  en  présence  de  sucre.  Ce  qui  est  tres  remarquable,  c'est  Ie  plus  ou  moins 
de  facilité  avec  laquelle  les  espèces  forment  aux  dépens  de  sucre.  un  mucilage 
OU  de  la  cellulose.  Ce  sont  surtout  Ie  saccharose  et  Ie  glucose,  mélanges  de  pep- 
tone  OU  d'asparagine  comme  nourriture  azotée,  qui  peuvent  donner  des  cultures 
tres  volumineuses.  Il  est  facile  de  montrer  qu'il  peut  a  cette  occasion  prendre 
naissance  de  la  cellulose  pure;  et  M.  Brown  en  a  fourni  la  preuve  probante 
chez  Ie  B.  xylhium,  ainsi  nommé  a  cause  de  la  couche  cellulosique  résistante, 
souvent  tres  coriace,  qui  constitue  en  grande  partie  la  membrane  formée  par  ces 
bactéries  a  la  surface  des  liquides  appropriés.  Sèche,  cette  membrane  acquiert  les 
propriétés  d'un  papier  tres   fin,  tres  blanc,  mais  pas  tres  résistant'). 

Outre  chez  Ie  B.  xylitiutn,  la  présence  d'une  substance  de  nature  cellulosique 
se  laisse  constater  chez  de  nombreuses  variétés  du  B.  laiicens  et  du  B  Pinteuriairan. 
Mais  dans  les  deux  cas  la  substance  cellulosique  est  de  nature  plus  molle  que 
chez  Ie  B.  xyliniim,  et  fait  que,  surtout  chez  certaines  variétés  du  B.  raiicein.  il 
se  forme  sur  les  liquides  nutritifs  approprié  un  mucilage  bacteriën  véritable.  C'est 
a  un  pareil  mucilage  qu'il  faut  attribuer  certaines  formes  de  »bière  filante« ;  c'est 
une  raison  analoque  qui  explique  aussi  la  dégénérescence  mucilagineuse  du  tan 
dans  les  tanneries;  peut  être  aussi  dans  certains  cas  Ie  »vin  filant»''^.  Malgré  que 
ce  mucilage  n'est  que  fort  peu  développé  chez  Ie  B.  Pasteuiianuni,  il  n'y  a  pas  de 
doute  qu'il  existe  cependant,  et  c'est  a  cela  qu'il  faut  attribuer  la  réaction  bleue 
de  l'iode.  J'ai  eu  quelque  peine  a  établir  ce  dernier  fait.  Je  reconnus  bientót  qu'il 
ne  peut  être  question  de  granulose,  car  la  coloration  bleue  ne  prend  pas  naissance 
par  l'iode  seul,  mais  reclame  en  méme  temps  la  présence  d'acide  iodhydrique:  d'autre 
part,  Ie  mucilage  bleuissant  n'est  pas  attaque  par  la  diastase.  Comme  dans  la 
préparation  microscopique  les  corps  bactéricns  prenncnt  une  teinte  brune,  tandis 
que  les  intervalles  deviennent  bleus,  il  fallait  se  demander  si  Ie  corps  bleuissant 
devait  être  considéré  comme  membrane  cellulaire  solide  ou  comme  mucilage  sé- 
crété  sous  forme  liquide.  Pour  décider  ce  point,  j'essayai  de  séparer  Ie  corps 
bleuissant    des  bactéries  par  diffusion.   L'étude  détaillée  des  cultures  sur  gelatine 

peuvent  former  des  mcmbrancs,  dont  les  plus  connues  sont  celles  des  bactéries  du 
foin,  formées  sur  une  infusion  de  malt  ou  de  foin.  Les  diverses  espèces  <i'Oïdiu))i  et 
d'Endoniyces  appartiennent  aussi  aux  microbes  membranogènes  typiques.p.  e.x.  sur  Ie  lait. 

')   Un  fabricant  de  vinaigre  de  mes  amis  en  a  fait  faire  des  cartes  de  visite. 

')  Le  fait  que  les  maladies  appelée  »bière  filante«  et  »vin  filant«  ne  peuvent  être 
attribuces  que  rarement  aux  bactéries  acétifiantes  tient  a  ce  que  ces  liquides  sont  nrdinaire- 
ment  trop  pauvres  en  oxysènc  pour  perniettre  le  développement  de  ces  bactéries,  qui 
sont  cnergiquemcnt  aérophiles.  .Vussi  ces  maladies  sont-elles  provoquées  d'habitude  par 
des  ferinents  plus  ou  moins  anaérobics,  surtout  par  certains  ferments  lactiques  niucipares. 
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de  certaines  variétés  du  B.  Filiteurianum,  qui  en  prcsence  du  saccharose  forment 
une  grande  quantité  du  corps  bleuissant,  m'a  niontré  que  cela  est  en  effet  pos- 
sible :  Ie  mucilage  diffuse,  quoique  lentement,  jusqu'a  une  assez  grande  distance, 
dans  la  gelatine  et  l'agar.  Les  réactions  que  l'on  peut  donc  observer  avec  Ie  muci- 
lage en  totale  absence  de  bactcries  ont  conduit  a  la  certitude  que  ce  corps  est 
une  modification  particuliere  de  la  cellulose,  qui,  il  est  vrai,  est  unique  par  sa 
diffusibilité,  mais  rappelle  cependant  a  beaucoup  de  points  de  vue  les  menibranes 
cellulaires  des  graines  de  diverses  Lcgumineuses,  de  la  capucine  etc,  chez  les- 
quelles  l'iode  et  un  peu  d'acide  produisent  également  une  coloration  bleue  intense. 
La  diastase  n'a  aucune  influence.  Le  mucilage  du  B.  Pastetirianum  a  moins  de 
rapports  avec  la  substance  de  la  paroi  des  asques  des  Lichens  et  la  paroi  des 
spores  du  ScMzosaccharomyces  octosporus.  car  ces  dernières  substances  ressemblent 
a  la  granulose,  se  colorent  directement  en  bleu  par  l'iode  pur  et  sont  décomposés 
par  la  diastase,  ce  qui  est  également  vrai  de  la  granulose  du  Granulohacter.  De 
tout  cela  il  résulte  que  notre  bacterie  acétique  produit  un  mucilage,  qui  il  est 
vrai  a  quelque  analogie  avec  les  formes  déja  connues  de  la  cellulose,  mais  en 
diffère  cependant  assez  pour  qu'on  puisse  la  considérer  comme  une  nouvelle 
modification. 

Comme  le  B.  xylinuiii  est  suffisamment  caractérisé  par  la  production  volumi- 
neuse  de  cellulose  et  le  B.  Pastdiritjiiiiiu  avec  ses  diverses  variétés  par  la  maniere 
de  se  comporter  en  présence  d'iode,  on  devra  chercher  d'autres  caractères  pour 
distinguer  entre  elles  les  bactéries  du  vinaigre  de  bière,  B.  rancem  et  celles  du 
vinaigre  de  copeaux,  B.  acctr. 

Les  deux  caractères  suivants  se  sont  surtout  montrés  propres  a  eet  objet. 
D'abord  la  maniere  de  ce  comporter  envers  le  saccharose,  en  second  lieu  la  pro- 
priété  de  fabriquer  oui  ou  non  un  voile  sur  un  liquide  nutritif  de  la  composition 
suivante,  dans  lequel  l'eau  de  distribution  ne  peut  pas  être  remplacée  par  de  l'cau 
distillée:  loo        d'eau 

3        d'alcool 

0,05  de   phosphate   d'ammoniaque 

0,01  de   chlorure   de   potassium  '). 

Il  est  remarquable  que,  comme  l'a  trouvé  M.  Hoyer,  l'alcool  ne  peut  satisfaire 
les  besoins  en  carbone  des  bactéries  acétiques,  ce  que  peuvent  au  contraire  1'acide 
acétique,  les  acétates,  le  glucose,  ainsi  que  la  substance  organique  que  renferme 
l'eau  de  distribution.  C'est  précisement  pour  cette  raison  que  l'eau  de  distribution 
peut  seulement  étre  remplacée  par  l'eau  distillée  si  l'on  ajoute  a  cette  derniére  une 
matière   carbonée   appropriée,   de  préférence   un    peu   d'acide   acétique. 

Quant  a  l'action  du  saccharose,  dont  je  parlerai  maintenant  en  premier  lieu. 
voici  ce  que  j'ai  trouvé:  le  B.  aceti  forme  sur  la  bière  gélatinée,  renfermant  environ 
io"/o  de  saccharose,  des  colonies  tres  volumineuses,  consistant  en  une  masse  semi- 
liquide  mucilagineuse  qui  finalement  peut  découler  da  la  gelatine  comme  un  liquide 
tres  trouble.  A  cette  occasion  le  saccharose  est  interverti.  Au  contraire  les  diverses 
variétés  de  B.  rancens  (qui  n'intervertissent  pas  le  saccharose)  ou  secomportent  indiffé- 


')  Ce  liquide  donna  après  ébullitiun  et  refroidissement  un  précipité  de  phosphate 
de  calcium.  Pour  empêcher  ceci,  on  ajoute  quelques  gouttes  d'acide  acétique  ou  d'acide 
phosphorique,  jusqu'a  ce  que  le  précipité  disparaisse. 


18* 
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remment,  aupointde  vue  de  la  croissance,  enverslesaccharose,  ou  sont  mêmeentravées 
par  cette  substance  dans  la  sécrétion  de  mucilage').  Pour  employer  ce  caractire  de 
distinction  entre  Ie  B.  aceti  et  Ie  B.  rancens,  il  est  nécessaire  de  comparer  ces  bactéries 
entre  elles  sous  la  forme  de  stries,  soit  sur  bière  gélatinée,  soit  sur  bière  gélatinée 
avec  sucre  de  canne.  Ceci  est  nécessaire  parce  que  parmi  les  variétés  du  B.  rancens, 
il  y  en  a  quelques-unes  qui  donnent  des  colonies  volumineuses  sur  bière  gélatinée 
mélangée  de  saccharose,  et  ne  se  laissent  pas  immédiatement  distinguer  du  B.  aceti. 
Toutefois  ces  variétés  croissent  tout  aussi  bien  sur  la  biére  gélantinée  sans  saccharose, 
sur  laquelle  Ie  B.aceli  ne  végète  que  tres  lentement;  si  bien  qu'une  seule  expérience 
tout  au  plus  deux,  permettent  de  décider  a  laquelle  des  deux  espèces  on  a  affaire. 

Cependant  la  différence  entre  les  B.  aceti  et  B.  rancens  est  bien  celle  qui 
convient  a  deux  «bonnes  espèces«,  c'est-a-dire  qu'elle  n'est  pas  déterrainée  par 
une  propriété  unique,  mais  par  plusieurs  properiétés.  Et  je  me  trouve  ainsi  amené 
a  considérer  les  rapports  entre  nos  espèces  et  Ie  liquide  nutritif  artificiel  dont  on 
trouve  la  composition  pag.  275.  Voici  les  faits  remarquables  que  1'on  observe:  Ie 
B.  aceti  se  développe  parfaitement  bien  dans  ce  liquide,  y  forme  des  voiles  vigoureux 
et  cohérents  et  transforme  aisément  l'alcool  en  acide  acétique.  Le  B.  rancens  au 
contraire  ne  se  développe  pas  du  tout,  et  le  B.  Pasteurianum  se  conduit  tout  a  tait 
comme  le  B.  rancens:    c'est  ce  que  fait  aussi  le  B.  xyliniim. 

La  découverte  de  ce  caractère  m'a  fait  comprendre  bien  des  choses  au  point  cle 
vue  de  la  distinction  spécifique  entre  les  bactéries  acétiques.  La  séparation  du  B.  aceti 
des  autres  espèces  était  maintenant  extrèmement  facile,  et  de  méme  la  découverte 
de  cette  espèce  dans  la  »mère  du  vinaigre«  flottant  sur  la  bière,  qui  consiste  en 
B.  rancens,  mais  renferme  souvent  quelques  germes  isolés  de  B.  aceti.  Je  pus  démontrer 
paf  la  méme  occasion  que  les  bactéries  acétiques  au  moyen  desquelles  Pasteur 
a  fait  ses  expériences  classiques  sur  la  nutrition  azotée,  ne  peuvent  étre  autres  que 
les  bactéries  de  l'acétification  rapide.  En  effet,  le  liquide  de  Pasteur  avait  la 
méme  composition  que  le  niien.  Il  en  rcsulte  que  les  bactéries  de  l'acétification 
rapide  doivent  étre  considérées  comme  le  B.  aceti  Pasteur,  et  que  les  bactéries 
du  vinaigre  de  bière  n'ont  pas  été  étudiées  par  eet  auteur,  ou  seulement  par  hasard 
et  sans  qui'1  s'en  fiit  apergu.  En  poursuivant  l'étude  des  facteurs  produisant  la 
différence  des  diverses  formes  sous  ce  rapport,  j'ai  trouve  que  Ia  nutrition  azotée 
est  ici  la  cause  principale.  En  effet.  avec  de  l'acide  acétique  comme  source  de 
carbone.  les  bactéries  de  l'acétification  rapide  peuvent  aisément  emprunter  leur  azote 
aux  sels  ammoniacaux;  tandis  que  les  bactéries  du  vinaigre  de  bière  doivent  trouver 
dans  le  substratum  nutritif  des  peptones,  attendu  qu'en  présence  d'acide  acétique 
elles  ne  peuvent  emprunter  l'azote  nécessaire  ni  aux  nitrates,  ni  aux  sels  ammoniacaux» 
ni  aux  amides.  Le  B.  Pasteurianum  se  conduit  au  point  de  vue  des  besoins  d'azote 
comme  le  B.  rancens.  tandis  que  le  B.  xxlinuni  ne  peut  pas,  il  est  vrai.  avec  la 
même  source  de  carbone,  prendre  l'azotte  aux  combinaisons  ammoniaijucs.  mais  bien 
aux   peptones  et  aussi   aux  amides. 


')  Les  formes  du  B.  Pasteurianum  se  comportent  comme  le  B.  rancens,  a  l'exception 
d'une  variété  qui  ne  vit  que  submergéc  (c'est-a-dire  ne  formant  pas  de  mcmbrane).  que 
je  nomme  B.  Pasteurianum  var.  coloriuni,  et  dont  Ie  développomcnt  est  peu,  mais  distincte- 
ment  favorisé  par  Ie  saccharose.  M.  Hoycr  donnera  de  plus  amples  détails  sur  l'inter- 
version  du   sucre  de  eannc. 
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L'azote  des  peptones  n'est  pas  seulement  assiniilé  par  les  bactéries  du  vinaigre 
de  bière,  mais  encore  tres  bien  par  les  bactéries  de  l'acétification  rapide.  C'est 
la  dessus  que  repose  Ie  fait  que  ces  dernières  peuvent  fornier  aussi  des  membranes 
sur  la  bière.  Mais  si  on  laisse  les  bactéries  du  vinaigre  de  bière  en  concurrence 
avec  les  premières,  ce  sont  les  organismes  de  la  bière  qui  l'emportent.  On  peut  ainsi 
réussir  a  faire  dominer  Ie  B.  rancein  après  avoir  ensemencé  de  la  bière  stérilisée  d"un 
mélange  de  cette  éspèce  avec  Ie  B.  aceti. 

M.  Rueb  a  Rotterdam  a  eu  l'obligeance  de  me  laisser  contróler  ces  résultats 
en  grand  dans  sa  fabrique  de  vinaigre  tres  bien  montèe.  Nous  ne  pümes  qu'a 
grand'  peine  obtenir  de  chètives  membranes  du  ^.  ^zrc// sur  Ie  liquide  destinr  ;\  la 
fabrication  du  vinaigre  de  bière  ^).  Bientót  d'ailleurs  ces  dernières  bactéries  furent, 
malgrée  toutes  les  prt-cautions,  supplantées  par  les  bactéries  du  vinait^re  de  bière, 
qu'il  n'y  a   pas  moyen  d'éliminer '-). 

Les  bactéries  acctiques  dont  je  me  suis  servi  dans  ces  exiiériences  ont  été 
isolées  des  copeaux  d'une  cuve  d'acétification  •^)  :  je  les  reconnus  comme  des  orga- 
nismes acétifiants  tres  énergiques,  quand  on  les  cultive  sur  Ie  liquide  renfermant 
de  l'alcool  et  du  phosphate  ammoniqué ;  ils  y  forment  avec  grande  faciliti-  des 
voiles  d'un  blanc  de  neige.  cohérents.  Comme  les  bactéries  du  vinaigre  de  bière 
ne  se  développent  pas  du  tont  sur  ce  milieu,  Ie  concurrence  ne  peut  permettre 
qu'aux  bactéries   de  l'acétification   rapide  d'y  végéter. 

Poursuivant  ces  recherches,  j'ai  examinc  la  maniere  dont  se  comportent  les 
diverses  espèces  en  présence  de  sels  ammoniacaux  comme  source  d'azote,  quand 
on  leur  offre  comme  nourriture  carbonée  non  seulement  de  l'acide  acétique  ou 
des  acétates,  mais  en  outre  du  glucose,  ilu  saccharose.  de  la  mannite  ou  de  la 
glycerine.  Dans  ces  conditions,  les  besoins  d'azote  se  modifient  totalement.  C'est 
ainsi  que  p.  ex.  les  B.  lancens  et  B.  xyliwim.  en  présence  de  glucose,  empruntent 
aussi  leur  azote  aux  sels  ammoniacaux,  et  même  quoique  plus  difficilement,  aux 
nitrates.  Nous  nous  trouvons  donc  conduit  a  ce  resultat  remarquable,  que  la 
nature  de  la  nourriture  carbonée  Les  démonstrations  jilus  detaillees  de  ce  fait 
seront   fournies   dans   Ie   travail   de    M.    Hoyer, 

Je  ferai  remarquer  en  terminant  que  la  concurrence,  telle  que  j'en  ai  fait 
usage  peur  distinguer  les  bactéries  de  l'acétification  rapide  de  celles  du  vinaigre 
de  bière,  nous  fournit  un  moyen  général  et  trop  pen  apprécié  jusqu'ici,  de  distinguer 
des  espèces  voisines,  aussi  quand  elles  appartiennent  a  des  groupes  de  microbes 
tout   autres   que   celui    de   l)actéries   acétiques. 


')  Un  nioüt  clair,  préparé  au  mnyeii  de  malt  et  de  seigle,  non  huuilli,  mais  soumis 
immédiatement  a  la  fermentation,  pius  transformé  en  vinaigre  de  liière  par  ensemcnce- 
ment  artificiel  d'une  bacterie  du  type  rancens.  Dans  cette  industrie  esseiitiellemcnt  hol- 
landaisc,  longtcmps  avant  que  Pasteur  ne  découvrit  les  bactéries  acétiques  et  n'édifiat 
la-dessus  une  nouvelle  methode  de  fabrication  du  vinaigre.  cette  «nnuvelle  méthodei 
avait  donc  déja  trouvé  son  applicatiim  pratique. 

■)   J'ai   nonimé   B.  rancens  var.   cythi  la   liacténe   iii(lu>tnelle   du    \  inaigre   de   bière. 

°)  Sur  les  copeaux  se  rencontrcnt  deux  formes  du  B.  ciceti.  I.,i  fornie  principale, 
B. aceti,  est  imniobile:  la  variété  est  uu  mierociique  mobile,  que  je  nonune  B.  aceti  var.  agile. 


Sur  la  régénération  de  lafaculté  de  produire  des 
spores  chez  les  ievüres  en  voie  de  la  perdre. 

Archives  Néerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles,  Haarlem,  Série  II,  Tomé  II, 
1899,  p.  269  —  289.  —  Verscheen  onder  den  titel  «Ueber  Regeneration  der  Sporenbildung 
bei  Alkoholhefen,  wo  diese  Funktion  im  Verschwinden  begriffen  ist«  in  Centralblatt 
für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  II.  Abteilung,  IV.  Band,  1898,  S.  657— 663, 

721—730. 

Cest  un  phénomène  bien  connu  que  des  Ievüres  alcooliques  fraichement 
isolées  de  leurs  stations  naturelles  laissent  voir  souvent  une  grande  tendance, 
au  début,  a  fermer  des  spores,  et  perdent  peu  a  peu  cette  tendance  dans  les 
transports  ultérieurs,  sans  avoir  subi  aucune  influence  particuliere.  Cest  surtout 
chez  les  Ievüres  dites  sauvages  que  ce  phénomène  s'observe  fréquemment.  Les 
causes  amenant  la  perte  d'une  fonction  si  importante  n'ont  pu  être  encore  exacte- 
ment  déterminées.  On  trouve,  il  est  vrai,  dans  la  bibliographie,  quelques  données 
suivant  lesquelles  on  pourrait,  chez  certains  microbes,  annuler  la  faculté  de  sporu- 
lation,  mais  je  passerai  ces  travaux  sous  silence,  désirant  m'en  tenir  aux  métamor- 
phoses  qui  s'accomplissent  d'elles  mêmes  dans  les  cultures.  Il  me  parait  d'ailleurs 
que  Ie  sujet  des  influences  artificielles  sur  la  variabilité  ne  saurait  être  utilement 
abordé  qu'aprés  avoir  suffisamment  établi,  quelles  sont,  dans  les  conditions  normales, 
les  phénomènes  d'hérédité,  et  ceux  de  la  ,, variabilité  germinative"  [Keimesvaria- 
bilitat),  déja  présente  dès  l'abord.  Or  je  n'ai  pu  rien  trouver  la-des-sus  chez  les 
auteurs,  et  je   me   propose   de  combler  jusqu'a   un   certain   point  cette  lacune. 

Moins  encore  que  la  perte  de  la  sporulation,  trouve-t-on  mentionné  Ie  moyen 
de  régénérer  cette  faculté  ;  c'est-a  dire  de  rctransformer  une  levüre  qui  ne  produit 
presque  plus  des  spores,  quoique  provenant  d'ancétres  a  sporulation  tres  active, 
en  une  forme  qui  ait  réacquis  cette  dernière  propriété.  J'ai  entrepris  des  recherches 
sur  diverses  Ievüres  pour  résoudre  ces  deux  questions,  et  je  suis  arrivé  a  quelques 
résultats  que  je  me  propose  de  communiquer  ci-dessous.  J'y  fus  conduit  par  l'extra- 
ordinaire  évidence  des  phénomènes  offerts  par  Ie  Schiz.  octosporin,  qui  me  mit  dans 
Ia  bonne  voie.  Je  commencerai  donc  par  rappeler  la  régie  élémentaire  que  j'ai 
découverte  pour  cette  levüre,  savoir  que  des  cellules  asporogènes  reproduisent, 
d'une  maniere  constante,  uniquement  des  cellules  asporogènes,  tandis  que  les  spores 
donnent  naissance  a  la   fois  a  des  cellules  asporogènes   et  sporogènes '). 


')  Centralbl.  f.  BakterioL,  II.  Ab.,  Bd.  III,  1897,  p.  455. 
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Je  ne  savais  pas  encore  a  cette  époque,  —  ce  que  je  puis  communiquer  a 
present '),  —  que  cette  régie  trouve  son  application  indépendamment  de  la  culture, 
c'est-a-dire  que  dans  la  nature  également  il  prend  naissance  des  cellules  sporo- 
gènes  et  asporogènes.  La  formation  de  celles-ci  n'est  donc  pas  provoquée  par 
nos  methodes  de  culture,  mais  doit  reposer  sur  des  circonstances  d'ordre  interne, 
par  suite  sur  des  excitations  nées  de  processus  protoplasmiques  inconnus.  Les 
basses  températures  et  l'appauvrissement  du  substratum  nutritif  favorisent  la  multi- 
plication  des  cellules  asporogènes  chez  notre  levüre;  mais  il  est  bien  établi  que 
ces  facteurs  ne  peuvent  leur  donner  naissance.  Comme  les  cellules  végétatives 
sont  dispersées  par  groupes  entre  les  cellules  sporogènes,  dans  les  stries  de  nos 
cultures,  on  peut  par  un  processus  de  sélection  involontaire  ou  volontaire  en  pro- 
voquer  la  multiplication  dans  les  séries  de  transports  successifs,  et  donner  ainsi 
l'illusion  que  Ia  perte  du  pouvoir  de  sporulation  repose  sur  un  phénomène  de 
variabilité. 

Chez  les  autres  levüres  alcooliques,  aussi  bien  chez  Ie  Schizoiaccharomyces 
pomhe  que  chez  les  espèces  de  Saccharoinycei,  les  choses  ne  se  passent  pas  tout 
a  fait  de  même  que  chez  Ie  Sciüzosaccharomyccs  oclospon/s,  en  ce  sens  qu'on  n'y 
rencontre  pas  deux,  mais  plusieurs  espèces  de  cellules,  qui  au  point  de  vue  de 
la  sporulation  présentent  une  série  d'intensités  difïérentes.  Cependant  ici  aussi 
j'ai  pu  constater  Ia  règle  suivante:  que  des  colonies  issues  de  spores  donnent 
aussi  des  spores;  plus  il  y  a  de  spores  dans  une  colonie,  plus  il  se  forme  de 
spores  dans  ses  descendants;  enfin  des  cellules  issues  de  colonies  qui  ne  forment 
pas  de  spores  donnent  naissance  a  des  colonies  asporogènes. 

On  voit  donc  qu'il  s'agit  ici  d'un  simple  phcnomène  d'hérédité,  et  la  question 
de  savoir  pourquoi  les  levüres  dites  sauvages  des  brasseries  produisent  si  fré- 
quemment  des  spores  en  grande  quantité,  devra  être  résolue  dans  ce  sens  qu'elles 
ne  se  forment  pas  aux  dépens  de  cellules  végétatives,  mais  de  spores.  Cela  est  du 
reste  évident  quand  on  songe  que  les  spores  restent  vivantes  dans  les  tourailles 
des  malteries,  tandis  que  les  cellules  végétatives  y  sont  tuées.  La  poussière  qui 
s'introduit  dans  les  caves  de  fermentation  et  qui  provient  en  majeure  parti  du 
mout  OU  de  la  farine  de  mout,  contiendra  donc  plus  de  spores  que  de  cellules 
végétatives   des   levüres   alcooliques^). 

Cette  règle  comprend  aussi  la  solution  du  probleme  de  la  régénération  du 
pouvoir  de  sporulation  perdu,  ou  la  comprend  tout  au  moins  en  principe;  la 
difïiculté  se  trouve  ramenée  a  distinguer  les  colonies  issues  de  spores  et  non  de 
cellules  végétatives;  et  en  second  lieu  a  reconnaitre  les  unes  a  cóté  des  autres 
les  colonies  riches  et  pauvres  en  spores.  Il  va  de  soi  que  Ton  doit  par  les  deux 
voies   se   trouver   ramene   aux   mêmes   colonies. 

Je   tacherai   a   présent   de   résoudre   séparément   les   trois   questions  suivantes : 


')  Je  parle  ici  en  m'appuyant  sur  un  urand  nonibre  de  nouvelles  cultures  pures, 
obtenues,  en  partant  de  divers  niatériaux,  par  la  methode  de  dessiccation  a  haute 
température.  Par  cette  methode,  j'ai  découvert,  outre  la  forme  principale,  encore  une 
variété  nettement  distincte  du  Schizosaccharomyces  octosponis,  qui  se  conduit,  a  l'égard 
de  la  sporulation,  tout  comme  la  forme  type. 

')  Je  ne  parle  pas  ici  des  levüres  de  bière,  dont  les  cellules  végétatives  sont  tres 
résistantes  a  l'égard  de  la  dessiccation  prudente  a  haute  température. 
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Comment  peut-on.  tlans  Ie  développement  des  levüres,  reconnaitre  macroscopi- 
quement  que  les  colonies  sont  issues  de  spores  ?  Comment  la  cellule  de  levüre 
est  elle  amence  a  en  former?  A  quoi  reconnaitra-t-on  macroscopiquement  des 
colonies  renfermant  des  spores?  Ces  trois  questions,  surtout  la  première  et  la 
troisième,  sont  évidemment  tres  étroitement  liées  entre  elles;  je  crois  cependant 
pratique  de  les  traiter  isolement. 


I.   Quand   peut-on,   dans  Ie    développement    des  levüres.   conclure 
que  les   colonies  sont  issues  de  spores? 

Les  methodes  de  culture  au  microscope,  permettant  d'obtenir  des  colonies 
en  partant  des  spores,  sont  évidemment  de  nuUe  valeur  ici,  car  il  ne  s'agit  pas 
de  suivre  avec  beaucoup  de  patience  une  seule  colonie  issue  d'une  spore  unique. 
mais  de  l'ensemencement  de  centaines  ou  de  milliers  de  spores  et  de  la  com- 
paraison  d'autant  de  colonies,  issues  de  ces  spores.  Je  connais  actuellement  deux 
moyens  permettant  d'arriver  a  ce  hut  d'une  maniere  indirecte;  c'est  d'abord  de 
tuer  dans  les  matériaux  d'ensemencement  toutes  les  cellules  végétatives :  en  second 
lieu  de  chercher  dans  les  colonies  en  voie  de  formation  certains  caractères,  appar- 
tenant  en   propre  a  la  germination   des  spores. 

La  destruction  des  cellules  végétatives,  Ie  spores  restant  vivantes.  a  réussi 
sur  une  ancienne  lignée  de  Saccharomyces  Ludiuigii,  isolée  en  aoüt  1894  de  la  sève 
découlant  d'un  chêne.  Cette  descendance  avait  depuis  perdu  presque  compléte- 
ment  Ie  pouvoir  de  former  des  spores.  Par  dessiccation  tres  prudente  et  lente 
a  50°  C.  pendant  plusieurs  heures,  je  réussis  a  obtenir  aux  dépens  d'une  culture 
qui  ne  formait  que  quelques  spores  isolées,  par  ensemencement  sur  mout  gelatine, 
un  nombre  de  colonies  correspondant  a  peu  prés  au  nombre  des  spores,  comptées 
au  microscope.  Comme  ces  colonies  étaient  aussi  riches  en  spores  que  la  souche 
primaire,  et  que  j'avais  pu  constater  en  outre  que  des  cultures  privées  de  spores 
avaient  été  complètement  tuées  dans  une  expérience  analogue,  l'unique  conclusion 
possible  était  que  seules  des  spores  avaient  pu  germer.  Je  suis  arrivé  au  même 
but  en  me  servant  de  deux  autres  levüres,  et  je  crois  que  cette  methode,  bien 
appliquée,  se  montrera  d'une  application  générale;  cependant  il  faudra  dans  chaque 
cas  particulier  chercher  la  durée  de  dessiccation  et  la  témperature  convenable. 
Chez  la  levüre  de  la  panification  (Sacrharomyces  panis)  *)  je  n'ai  pu  tuer  les  cellules 
végétatives,  même  a  une  température  de  100°  C,  sans  endommager  les  spores 
elles-mêmes;  et  comme  cela  s'applique  aussi  aux  autres  leviires,  je  crois  que  la 
durée  de  la  caléfaction  entre  plus  en  ligne  de  compte  que  la  hauteur  de  la  tem- 
pérature. Cette  question  a  une  certaine  importance,  et  je  me  propose  donc  de 
1'examiner  dans  l'avcnir  jilus  en   détail.    J'ajouterai  encore  que  je  m'étais  d'abord 


')  La  pliipart  des  auteurs  rapportent  la  levüre  panifiante  au  5.  ccrevisiae.  Je  croyais 
moi-même  auparavant  que  cette  levüre  dcvrait  être  rapportée  au  S.  cüipsoideus.  Pasteur 
y  vit  une  espèce  spéciale,  qu'il  désigna  sous  Ie  nom  de  «levüre  caséeuse«.  Je  veux 
suivre  actuellement  l'exeniple  de  Pasteur. 
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proposé  en  pasteurisant  (chaleur  humide)  un  mélange  de  spores  et  de  cellules 
végétatives  chez  la  levüre  du  pain,  d'isoler  les  spores  a  l'état  vivant,  mais  je  ne 
pus  y  réussir.  Les  spores  ne  survivaient  pas  aux  cellules  végétatives.  J'essayai 
aussi  divers  réactifs,  tels  que  Tiode,  Ie  sublimé  et  Ie  phcnol.  ainsi  que  diverses 
matières  colorantes  fortement  antiseptiques,  telles  que  l'acide  picrique  et  Ie  bleu 
de  méthylène,  dans  l'espoir  que  ces  substances  pénétreraient  dans  les  cellules 
végétatives  et  les  tueraient,  avant  d'agir  sur  les  spores:  mais  jusqu'ici  ce  fut  sans 
résultat.  Je  crois  cependant  que  des  recherches  ultérieures  dans  ce  sens  ont 
chance  de  réussir. 

J'ai  déja  dit  antérieurement  comment  la  dessiccation  a  haute  températurc  peut 
servir  a  séparer  les  genres  Schizosaccluvomyces  et  Saccharomyces,  quand  ces  deux 
formes  se  rencontrent  ensemble  sur  les  fruits  secs  du  Levant.  Je  me  contenterai 
d'observer  ici  que  ce  moyen  est  fondé  sur  la  bien  plus  grande  résistance  des  spores 
chez  Ie  premier  genre.  Il  y  a  de  plus  que  les  autres  levüres.  a  ce  qu'apprend  l'examen 
direct  au  microscope,  ne  sont  d'ordinaire  représentées  sur  les  fruits  que  par  leurs 
cellules  végétatives,  et  même  dans  un  état  de  grande  débilité,  ce  qui  les  rend  plus 
sensibles  a  la  dessiccation  que  si  elles  sont  bien  nourries.  Elles  meurent  rapidement 
sur  les  fruits,  et  leurs  spores,  qui  ne  font  jamais  compUtement  défaut,  donnent 
lieu  dans  les  fermentations  non  purifiées  a  un  développement  si  tardif,  qu'elles 
ne  parviennent  plus  a  prendre  Ie  pas  sur  Ie  Schizosaccharomyces.  ou  qu'on  a  tout 
au  moins  l'occasion,  par  transport  de  la  jeune  culture  sur  une  plaque  de  mout 
gelatine,  d'isoler  Ie  Schizosacchaiciiiyces.  Il  va  de  soi  quon  observa  également  dans 
ce  dernier  cas  les  autres  levüres,  et  jai  trouvé  parmi  ces  dernières  quelques  formes 
dignes  d'intérêt,  dont  une  représente  un  terme  de  transition  entre  les  deux  genres 
ci-dessus  cites.  J'isolai  de  plus  dans  ces  expériences  une  nouvelle  espèce  de  Schizo- 
sacc/ujrom\Cfs.  voisine  de  la  levüre  .S.  pombe.  Je  suis  donc  autorist-  a  recommander 
ma  méihode  comme  d'une  grande  utilitu  a  divers  points  de  vue:  elle  permet  non 
seulement  Ia  régénération  des  spores  chez  certaines  espèces,  mais  encorela  découverte 
de  formes  sporogénes   nouvelles. 

En  appliquant  la  methode  de  dessiccation  a  chaud  pour  regenerer  les  spores. 
j'ai  dans  certains  cas  obtenu  un  résultat  inattendu.  Je  visnotamment  chez  certaines 
levüres,  —  et  peut-étre  nu-nie  s'agit-il  d'une  régie  générale,  —  apparaitre  entre  les 
colonies  a  sporulation  abondante  d'autres  colonies  a  cellules  asporogenes;  mais 
de  plus  ces  dernières  cellules  étaient  remarquablement  petites.  Chez  la  levüre  du 
pain  (S./'aws)  une  race  a  petites  cellules  fut  tout  ce  que  me  donna  la  methode, 
attendu  que  les  spores  de  cette  espèce  ne  semblent  pas  plus  résistantes  que  les 
cellules  végétatives.  Une  étude  plus  approfondie  m'apprit  que  la  plupart  des  levüres 
que  j'examinai  peuvent  donner  des  races  dont  les  cellules  se  distingueat  par  leurs 
dimensions,  et  que  les  races  a  petites  celluleb  sont  bien  plus  résistantes  a  1  egard 
de  la  dessiccation  que  les  formes  a  grandes  cellules.  Je  reconnus  encore  qu'il  n  est 
pas  question  ici  dune  variation  des  cellules,  provoquée  par  la  haute  températurc. 
mais  que  les  petites  cellules  existent  déja  dès  l'abord,  et  transmettcnt  héréditaire- 
ment  leurs  caractères;  si  bien  que  la  dessiccation  a  chaud  n'opère  qu'une  simi)lc  sé- 
lection,  sans  provoquer  1'apparition  de  formes  nouvelles.  Je  reviendrai  ci-dessous. 
en   parlant  du  S.  uvarum,  sur  ces  particularités. 

Il   est   rare   que   l'on    puisse,   au    début  du  développement,   décider  directement 
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par  voie  macroscopique  si  une  colonie  déterminée  s'est  formte  aux  dépens  d'une 
spore.  Le  meilleur  caractère  sous  ce  rapport  consiste  dans  la  germination  retardée 
des  spores  quand  on  la  compare  a  celle  des  cellules  végétatives.  Cela  fait  que  dans 
les  cultures  sur  substratum  solide,  eest  surtout  parmi  les  retardataires  dont  les 
colonies  restant  ordinairement  petites  parce  qu'elles  ne  se  développent  que  dans 
un  milieu  en  grande  partie  épuisé,  qu'il  faudrait  chercher  les  colonies  issues  de 
spores.  Or  si  les  spores  et  les  cellules  étaient  toujours  séparés  dans  les  matériau.x 
d'ensemencement,  on  pourrait  obtenir  une  image  tres  fidele  de  leur  nombre  relatif 
dans  les  cultures,  attendu  qu'il  y  dominerait  deux  dimensions  des  colonies.  Mal- 
heureusement  la  plupart  des  spores  restent  réunies  en  tétrades,  et  la  colonie  qui 
en  résulte  se  développe  au  début  quatre  fois  plus  vite  qu'une  colonie  issue  d'une 
spore  unique.  De  plus,  les  sporanges  sont  souvent  semés  en  petits  groupes,  tantót 
purs,  tantót  mélanges  de  cellules  végétatives.  Ces  dernières  aussi  adhèrent  les  unes 
aux  autres  chez  beaucoup  d'espèces  de  levüres;  et  toutes  ces  circonstances  font  que 
beaucoup  de  colonies  issues  de  spores  sont  déja  de  bonne  heure  arrivées  au  même 
degré  dedéveloppement  que  des  colonies  issues  de  cellules  végétatives  isolées.  D'autre 
part,  il  y  a  de  grande  difïérences  de  dimension  entre  les  colonies  retardées  conduit 
si  souvent  a  la  production  de  cultures  a  régénération  complete  des  spores,  qu'on 
ne  saurait  douter  qu'elles  sont  elles-mêmes  issues  de  spores.  Il  est  d'ailleurs  évident, 
comme  on  sait  que  les  colonies  issues  de  spores  présentent  une  sporulation  plus 
abondante  que  celles  issues  de  cellules  végétatives,  que  les  moyens  auxquels  on 
reconnait  les  colonies  spécialement  riches  en  spores  permettent  de  conclure  aussi 
qu'elles  en   sont  issues.      Ces   moyens  seront   indiqués  ci-dessous. 


2.   Comment   amène-t-on   la  cellule   de  le\iire  a   former    des  spores? 

La  sporulation  est  un  phénomène  de  croissance  dans  des  cellules  abon- 
damment  nourries,  qui  s'épuisent  en  présence  d'air.  Dans  la  plupart  des  cas,  il  faut 
a  eet  effet  le  contact  immédiat  de  l'atmosphère,  l'air  dissous  dans  le  liquide  nutritif 
étant  insuffisant;  c'est  seulement  chez  le  Schizosaccharomyces  octosponis,  fraichement 
isolé  de  son  milieu  naturel,  que  dans  Beaucoup  de  cellules  la  tendance  a  la  sporu- 
lation est  si  grande,  que  cette  derniére  a  lieu  même  dans  les  cellules  submergées'). 
Il  résulte  de  la  nécessité  du  contact  de  l'air  que  dans  les  colonies  et  les  stries 
la  sporulation  commencc  par  s'opèrer  en  surface,  pour  progresser  ensuite  lentement 
en  profondeur.  Chez  les  espèces  pauvres  en  spores,  la  sporulation  reste  souvent 
localisée  a  la  surface  des  colonies ;  chez  celles  qui  sont  riches  en  spores  an  con- 
traire, comme  l'octosporus  p.  ex.,  les  spores  peuvent  finalement  se  rencontrer  dans 
toute  la  masse  des  colonies ;  mais  toujours  la  sporulation  est  au  début  super- 
ficielle.    Les   moyens  par  lesquels  on   force    les   levüres   a    sporuler    sont    (juelque 


')  Cultivée  comme  levüre  »a  air»  (»Lufthefe«  des  .\llemands,  »luchtgist«  des  Hol- 
landais)  cette  espèce  est  aussi  productive  que  la  levüre  de  la  panification,  et  ne  donne 
guère  que  des  sporanges  et  des  spores;  si  l'on  ne  fait  pas  passer  de  l'air  dans  les 
cultures  elle  est  beaucoup  nioins  productive,  et  alors  le  grande  masse  des  cellules 
demeure  a  l'état  végétatif,  mais  a  cependant  une  tendance  a  sporuler. 
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peu  différents  suivant  Ie  but  a  atteindre.  On  peut  se  proposer  da  forcer  chaque 
cellule  isolement  a  donner  des  spores,  sans  lui  laisser  Ie  temps  ni  l'occasion  de  se 
diviserou  de  bourgeonner  préalablement ;  ou  bien  on  favorisera  cette  multiplication, 
afin  de  poursuivre  la  sporulation  dans  les  gemmes  ou  les  colonies  qui  en  résultent. 
Dans  Ie  premier  cas  il  faut  un  controle  au  microscope,  dans  Ie  second  on  fera 
usage   de  certains  auxiliaires  macroscopiques  dont  je  parlerai  plus  loin. 

Pour  observer  la  sporulation  de  la  cellule  de  levüre  isok-e,  il  faut,  après  une 
nutrition  abondante,  la  soumettrc  a  un  épuisement  complet.  Les  methodes  un  peu 
surannées  de  M.  Reess  avec  les  tranches  de  carotte  ou  les  petits  bloes  de  platre 
et  d'argile  ne  m'ont  jamais  donné  de  rcsultats  bien  satisfaisants  dans  ce  genre 
de  recherches.  Je  me  sers  simplement  d'»agar  pur«  dissous  dans  l'eau  distillée, 
et  refroidi  de  la  maniere  ordinaire  dans  des  éprouvettes  inclinées.  S'il  ne  s'agit 
pas  de  forcer  chaque  cellule  individuelle  a  sporuler,  mais  que  quelques  bourgeonne- 
ments  préalables  sont  permis,  on  peut  se  servir  aussi  d'agar  ordinaire,  dissous 
dans  l'eau  de  la  canalisation.  J'entends  par  »agar  pur«  l'agar  du  commerce  après 
extraction  complete  des  corps  solubles  au  moyen  d'eau  distill-ée.  Voici  comment 
on  obtient  cette  extraction;  on  dissout  2%,  d'agar  dans  de  l'eau  distillé  bouillante, 
on  filtre,  et  on  verse  en  couche  mince  dans  une  cuvette.  Après  solidification,  on 
coupe  la  plaque  en  tranches  minces  que  l'on  soumet  a  un  lavage  de  plusieurs 
semaines  dans  de  grands  flacons  bouchés,  en  renouvelant  fréquemment  l'eau  distillée. 
Les  corps  solubles  diffusent  complètement  dans  l'eau,  et  l'on  se  trouve  en  possession 
d'»agar  pur«.  Il  y  a  en  mênie  temps  un  fort  développement  de  bactéries,  qui  accélère 
indubitablement  l'extraction.  Les  bandes  sont  alors  de  nouveau  fondues  dans  un 
petit  ballon  et  on  en  remplit  les  éprouvettes.  On  etend  la  levüre  a  étudier  en  couche 
mince  sur  la  surface  inclinée  d'agar,  et  l'on  porte  Ie  tout  a  l'étuve  a  la  température 
voulue.  Si  Ie  substratum  est  suffisamment  préparé,  les  cellules  se  mettent  aussitót 
a  former  des  spores,  sans  bourgeonner  au  préalable.  On  n'élèvera  pas  trop  la 
température,  et  l'on  abandonnera  les  cultures  pendant  un  certain  temps.  Une 
température  de  21  —  25"  C.  est  suffisante  pour  les  levüres  acooliques  ordinaires. 
Chez  Ie  Schiz.  octosporus  on  peut  accélérer  Ie  phénomène  en  élevant  la  température 
a  28—30°  C,  mais  on  ne  fait  ainsi  qu'abrc-ger  Ie  temps  nécessaire,  attendu  que 
tót  ou  tard,  au-dessus  des  20°  C,  la  même  proportion  s'établit  entre  cellules  sporo- 
gènes  et  asporogènes.  En  effet,  c'est  ce  qu'on  doit  attendre,  puisqu'il  ne  s'agit  que 
d'une  qualité  héréditairement  fixée. 

L'observation  de  la  sporulation  dans  les  colonies  et  les  stries  reclame  encore 
moins  de  préparation  que  dans  les  cellules  isolées.  Je  ferai  remarquer  aux  débutants 
que  Ie  processus  peut  parfaitement  être  distingué  dans  les  cultures  agées  sur  gelatine. 
Si  toutefois  il  se  fait  une  protéolyse  trop  intense,  accompagnée  d'immersion  des 
colonies,  ce  qui  empêche  la  sporulation,  il  est  recommandable  d'ensemencer  sur 
mout  mélange  d'agar  ou  parfois  sur  bière  a  l'agar.  Sur  ce  dernier  milieu  il  se  fait 
évidemment  un  bourgeonnement  moins  intense  que  sur  mout  a  l'agar;  de  plus 
Ie  contenu  cellulaire  reste  plus  clair,  ce  qui  a  mon  avis  repose  sur  Ie  fait  que 
dans  les  cellules  cultivées  sur  Ie  mout  a  l'agar  il  se  forme  plus  de  goutte- 
lettes  de  graisse  que  sur  la  bière  a  l'agar,  pauvre  en  sucre.  Ces  dernières  cultures 
seront  donc  a  préférer  pour  la  photographie  et  en  général  pour  les  recherches 
cytologiques. 
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3-    QueUes  sont  les   propriétés    inacroscopi(|iies    caractiristiques 
pour  les    colonies    sporogènes  ? 

J'ai  exposé  ailleurs^)  comment  on  peut  distinguer  les  colonies  en  sporulation 
des  colonies  végctatives  dans  les  cultures  agées  sur  moiit  a  l'agar  du  S.  octn- 
sporiis.  Les  premières  sont  blanches  et  restent  blanches ;  les  autres  ne  sont  blanches 
qu'au  dcbut  et  brunissent  plus  tard.  Sur  mout  gelatine,  les  colonies  sporulantes  decette 
espèce  se  reconnaissent  a  ce  qu'elles  liquéfient  rapidement,  tandis  que  chez  les  colonies 
aspores  la  protéolyse  ne  débute  que  beaucoup  plus  tard  et  n'atteint  pas  a  beaucoup 
prés  rintensité  qu'elle  prend  chez  les  premières.  La  réaction  iodée  rend  cette  diffé- 
rence  particulièrement  évidente:  les  colonies  sporulantes,  au  contact  de  l'iode,  pren- 
nent  une  teinte  bleu  noiratre,  tandis  que  les  autres  restent  incolores.  Comme  on  pou- 
vait  s'y  attendre,  les  autres  levures  se  comportent  autrement,  car,  ainsi  que  j'ai 
déja  eu  l'occasion  de  Ie  dire,  il  ne  se  forme  pas  chez  elles  deux  formes  de  colonies 
nettement  séparées  comme  chez  Ie  Schiz.  octosporus.  mais  plusieurs  qui  différent 
les  unes  des  autres  par  l'intensité  graduelle  de  la  sporulation.  Cependant  même 
ici  on  peut  dans  bien  des  cas  distinguer  les  colonies  les  unes  des  autres  a  l'oeil 
nu  OU  a  la  loupe,  en  se  servant  de  plusieurs  propriétés,  différentes  suivant  les 
espèces.  Celles  qui,  a  mon  avis,  se  prétent  la  mieux  a  cette  distinction  se  laissent 
résumer  dans  les  trois    régies  suivantes: 

1.  Les  cellules  en  sporulation  se  distinguent  des  autres  au  moyen  de  la 
réaction  iodée;  les  spores  se  colorent  en  bleu  par  une  teneur  en  granulose  de 
la  paroi,  tandis  que  les  cellules  végétatives  restent  incolores;  ou  bien  ces  dernières, 
par  suite  de  la  présence  de  glycogène,  prennent  une  teinte  brun  violet  par  l'iode. 
tandis  que  les  cellules  sporogènes  restent  incolores  ( .S.  uvanim);  ou  enfin  la  sporu- 
lation se  caractérise  par  l'accumulation  de  glycogène  dans  les  cellules  sporo- 
gènes et  les  spores,  qui  en  conséquence  se  colorent  par  l'iode,  tandis  que  les 
cellules  asporogénes  sont  privées  de  glycogène  (S.  ^M\coderma\  orientalis)  et  restent 
donc    incolores. 

2.  Les  colonies  sporulantes  liquéfient  d'ordinaire  bien  plus  rapidement  Ie  mout 
gelatine  que  les  colonies  non  sporulantes. 

3.  Les  colonies  en  sporulation  sont  souvent  d'un  blanc  pur,  tandis  que  les 
autres  ont  une  teinte  brun  sale.  Je  montrerai  que  ces  faits  sont  en  rapport  avec 
les  dimensions   de  cellules. 

Je  crois  qu'il  vaudra  mieux  montrer  la  valeur  de  ces  caractéres  par  quelques 
exemples  spéciaux. 


4.   Premier  e  x  e  m  p  1  e  : 

Sporulation   chez   Ie  .S  c  h  i  z  o  s  a  c  c  h  a  r  o  m  y  c  e  s   P  o  ni  b  e. 

(PI.  IL   figs.  \    et  2). 

Comme  les  Schiz.  pombe  et  i'ctospcrus  appartiennent  au  même  genre,  on  pou- 
vait  s'attendre  a  ce  que  la  première  de  ces  deu.x  formes  renfermerait  comme  la 
seconde  de  la  granulose   dans  la   paroi   des  spores,  et  se  colorerait  donc  en  bleu 


')   Ceniralbl.  f.  Bakter..  1.  c. 
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par  1'iode.  Le  Schizosaccharomyies  est  de  plus  toujours  privc  de  glycogcnc,  et  je 
m'attendais  donc  a  un  contraste  tres  marqué  entre  les  colonies  privées  de  spores 
et  sporulantes.     C'est  en  effet  ce  qui  a  lieu. 

J'ai  fait  usage  dans  mes  expcriences  de  la  leviire  dicrite  par  M.  Lindneri), 
et  qu'il  a  eu  l'obligeance  de  m'envoyer*).  Au  moment  oü  les  i'chantillons  me 
parvinrent  ils  renfermaient  si  peu  de  spores,  que  la  plupart  du  temps  le  champ 
du  microscope  n'en  montrait  pas:  les  stries  sur  mout  gelatine  se  colorórent  en 
jaune  par  l'iode. 

J'ensemen<;ai  sur  mout  gelatine,  ce  qui  me  donna  un  nombre  suffisant  de  colonies 
pour  que  quelques-unes,  a  ce  que  m'avait  appris  l'examen  au  microscope  des 
matériaux  d'ensemencement,  en  renfermassent  plusieurs  issues  de  spores '''),  et 
j'abandonnai  ces  colonies  a  elles-mêmes  pendant  trois  semaines  a  un  mois.  Les 
cultures  étaient  renfermées  dans  des  boites  de  verre,  ce  qui  me  permettait  de 
verser  dessus  une  solution  diluée  d'iodure  de  potassium  iodé,  et  de  la  laiser  pénétrer 
peu  a  peu  dans  les  colonies.  Je  décantai  prudemment,  faisant  en  sorte  que  les 
colonies  ramollies  ne  se  liquéfiassent  pas,  ce  quie  ne  rcussit  pas  complètement. 
Je  comparai  ensuite  la  teinte  des  colonies  a  la  loupe.  II  se  montra  que  parmi 
un  millier  environ  de  colonies  incolores  il  y  en  avait  quelques-unes  qui  mon- 
traient  des  stries  ou  des  points  bleu  foncé.  L'examen  au  microscope  m'apprit 
que  les  colonies  jaunes  étaient  privt-es  de  spores,  tandis  que  les  colonies  striées 
et  ponctuées  étaient  nettement  plus  riches  en  spores  que  les  matériaux  d'ense- 
mencement. L'ne  deuxiéme  culture,  faite  en  partant  de  ces  spores,  donna  un  bien 
plus  grand  nombre  de  colonies  bigarréees  et  quelques  colonies  très-petites,  qui 
noircirent  complètement  par  l'iode,  tout  autant  que  les  colonies  en  sporulation 
du  Schiz.  ociosporus.  Ces  petites  colonies  consistaient,  a  leur  surface  libre,  a  peu 
prés  complètement  en  cellules  sporulantes.  Malgré  que  le  lavage  ;i  la  liqueur  iodée 
les  eut  recouvertes  de  cellules  asporogénes  des  colonies  voisines,  elles  donnèrent 
cependant  aprt-s  un  nouveau  transport  des  cultures  extrémement  riches  en  colonies 
sporogènes. 

Je  pus  par  la  méme  occasion  faire  usage  d'un  autre  caractére  que  la  réaction 
iodée,  pour  opérer  une  sélection  ultérieure.  Je  m'aperqus  que  la  sporulation  abon- 
dante  n'était  plus  en  ce  moment  restreinte  a  quelques  petites  colonies  retar- 
dataires\),  mais  était  également  apparue  dans  les  grandes  colonies  normalement 
développées.     Comme    je    l'ai    dcja    exposé    antérieurement  ' ).    ces    colonies   ont   la 


')  Wochenschr.  t.  Braucrci.  Bd.  X.  1893,  p.  Ijg8.  \'oir  aiissi  Ri>thenbach,  Zeitschr. 
f.  Spiritus  industrie,  Bd.  XIX,   1806,  p.  58. 

^)  Je  cultive  encore  une  deuxiéme  variété  tres  remarquable  (ou  peut  étre  une 
nouvelle  espèce),  que  j'ai  isolée  moi-même  par  la  methode  de  dessiccation  de  fruits 
de  1'Orient,  et  qui  est  plus  riche  en  spores  que  la  levüre  pombc  originale.  Je  ne  l'ai 
pas  encore  étudiée  en  détail. 

")  La  methode  de  dessiccation  m'a  permis  d'obtenir  aussi  chez  cette  espèce  une 
accumulation  des  spores,  mais  cela  n'a  guère  d'importance  dans  la  discussion  actuelle. 

<)  Les  spores  germent  ici  aussi.  ,i  ce  qu'il  semble,  plus  tardivement  que  les  cellules 
végétatives.  C'est  donc  surtout  parmi  les  petites  colonies  a  développemcnt  tardif  que 
nous  devrons  en  chercher  qui  soient  issues  de  spores  au  début  des  expériences, 

'■)  L'opinion  que  j'ai  antérieurement  émise  suivant  laquelle  la  protéolysc  est,  chez 
les  levüres  alcooliques,  un  phénomène  de  nécrobiose,  s'est  trouvée  confirmée  dans  les 
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propriété  de  liquéfier  rapidement  la  gelatine,  en  suite  de  la  mort  du  contenu  cellu- 
laire lors  de  la  sporulation.  Les  colonies  renfertnant  des  spores  se  distinguent 
donc  dès  ce  moment  même  sans  l'emploi  d'iode.  Ceci  permet  d'éviter  que  des 
cellules  des  colonies  asporogènes  voisines  ne  viennent  se  déposer  sur  les  autres 
lors  de  la  décantation,  et  la  sélection  peut  donc  s'  opérer  bien  plus  sürement.  La 
race  riche  en  spores  ainsi  obtenue  ne  peut  être  durable  sans  sélection  continue; 
si  I'on  négligé  celle-ci  quelque  temps,  les  transports  successifs  accumulent  peu 
a  peu  la  race  pauvre  en  spores,  jusqu'a  ce  qu'elle  ait  finalement  supplanté  la 
première.  Ceci  dépend  évidemment  de  ce  que  dans  les  cultures  sans  sélection  il 
y  a  toujours  plus  de  la  moitié  des  cellules  qui  appartiennent  a  la  race  aspo- 
rogène,  ce  qui  doit  finir  par  amener  la  suprematie  de  cette  race.  Chez  Ie 
Sc/u'z.  octospnrus,  les  rapports  sont  renversés,  et  c'est  donc  la  race  sporogène  qui 
l'emporte. 

On  peut  donc  grace  a  ce  procédé  augmenter  considérablement  la  production 
de  spores  chez  Ie  Schizosaccharomyces  pombe,  mais  on  parlera  peut-être  plus  justement 
ici  d'une  accumulation   que  d'une  régénération  des  spores. 

Une  culture  en  milieu  solide  de  la  levüre  pombe,  obtenue  en  partant  des 
spores,  est  après  traitement  par  l'iode  un  objet  extrêmement  propre  a  montrer 
l'existence  de  la  »variabilité  germinative*.  Non  seulement  on  est  frappe  tout  de 
suite  par  Ie  contraste  de  coloration  présenté  par  les  colonies  pauvres  et  riches 
en  spores,  mais  un  examen  attentif  des  colonies  sporulantes  au  moyen  d'une  forte 
loupe  apprend  que  les  cellules  asporogènes,  toujours  présentes,  sont  réunies  en 
groupes,  contrastant  souvent  sous  forme  de  stries  rayonnantes  incolores,  qui 
s'élargissent  vers  la  péripht'rie,  avec  Ie  fond  bleu  de  la  colonie.  En  les  suivant 
jusqu'a  leur  origine,  on  s'aperqoit  qu'elles  ne  se  continuent  pas  jusqu'au  centre, 
mais  débutent  seulement  au  dcla  de  la  demi-longueur  du  rayon,  souvent  même 
encore  bien  plus  vers  l'extérieur.  Cela  semble  devoir  faire  conclure  que  ces 
groupes  cellulaires  ne  naissent  qu'assez  tard,  de  maniere  que  l'excitation  a  la- 
quelle  ils  doivent  leur  origine  aura  proI)ablement  quelque  rapport  avec  l'épuise- 
ment  des  cellules  mères.  D'autre  levüres  m'ont  niontré  des  phénomtnes  ana- 
logues. 


observations  ultérieures,  et  peut  être  considérée  comme  mise  hors  de  doute.  C'est  ce 
dont  on  peut  aisément  se  convaincre  par  1'expérieiice  suivantc:  on  r'ecouvre  partielle- 
mcnt  d'une  solution  diluée  d'iode  des  colonies  d'une  levüre  lentenient  liquéfiante  et 
tres  coherente,  la  levüre  panaire  p.  ex.,  développée  sur  une  plaque  au  mout  gelatine. 
Au  lieu  d'iode,  on  peut  avoir  recours  a  un  autre  poison;  mais  on  laissera  l'iode  en 
contact  avec  la  levüre  jusqu'a  ce  que  la  tcinte  du  glycogène  montre  qu'il  a  pénétré 
dans  les  cellules.  On  décante  prudemment,  ec  qui  a  pour  effet  de  laisser  a  la  surface 
des  colonies  une  couche  de  cellules  tuées  par  l'iode.  Au  bout  de  quelques  jours,  on 
s'apercevra  que  la  gelatine  est  liquéfiée  sous  toutes  les  colonies  renfermant  des  cellules 
mortes,  tandis  qu'elle  reste  encore  longtcmps  solide  dans  la  portion  de  la  plaque  non 
touchée  par  l'iode. 

Dans  ces  derniers  tcnips  M.  li.  \V  i  1  1  a  décrit  dans  la  Zcitschr.  für  Brauwesen, 
T.  21,  pag.  127,  1898,  plusieurs  faits  qui  corroborent  ma  maniere  de  voir,  quoiqu'en 
dise  M.  Wil!    lui-même. 
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5-  Deuxième    exemple:     Régénération   des  spores 

chez  Ie  Saccharomyces  uvarum. 

Apparition   de  races  m  ie  rocell  u  1  a  i  r  e  s  par  la  dessiccation   a  c  h  a  u  d. 

(Figs.  3   et  4.  PI.  II). 

Chez  certaines  levüres,  la  dessiccation  a  conduit  non  seulement  a  la  séparation 
d'une  race  faiblement  et  d'une  race  fortement  sporulante,  mais  encore  a  ce  rtsultat 
inattendu  qu'on  voit  apparaitre  des  races  de  levüres  forniées  de  cellules  de  petites 
diniensions.  Je  rendrai  compte  d'une  maniere  détaillée  de  ce  que  j'observai  dans 
un   cas   particulier. 

En  HoUande,  probablement  comme  ailleurs,  Ie  jus  de  groseille  fortement 
additionné  de  sucre  entre  assez  souvent  en  une  vive  fermentation,  qui  peut  même 
faire  éclater  les  flacons  qui  Ie  renferment.  J'isolai  en  mars  1894  les  microbes 
d'un  pareil  flacon,  rempli  de  jus  provenant  de  groscdles  du  »Westland«  '),  que 
j'avais  acheté  dans  un  magasin  de  Delft.  J'y  trouvai  plusieurs  espèces,  mais  surtout 
une  levüre  du  maltose  tres  active,  que  je  nomme  Sacc/iaroiii\,es  iivanim-)  et  une 
leviire  sporulante  productrice  d'éther  acétique,  qu'il  faut  rapporter  au  S.  fphat'iicus 
Nageli  =*). 

Au  début,  Ie  5.  iwanmi  formait  presque  dans  chaque  cellule,  dans  les  cultures 
ordinaires  sur  mout  gélatiui-,  quatre  spores,  et  se  montrait  donc  appartenir  aux 
levüres  les  plus  fortement  sporulantes.  Cependant  Ie  pouvoir  de  sporulation  dis- 
parut  de  plus  en  plus  dans  les  transports  successifs,  et  quand  je  commenqai  mes 
expériences  de  régénération,  je  ne  pus  qu'a  grand  peine  découvrir  quelques  spores 
isolées.  Cependant  j'ai  réussi  depuis  a  me  procurer  de  nouveau,  en  partant  de 
ces  dernières,  la  souche  primitive  abondamment  sporulante;  j'ai  fait  usage  de  la 
dessiccation  a  chaud,  de  la  sélection  de  colonies  tres  tardives,  restant  tres  petites, 
dans  lesquelles  je  pouvais  précisément  pour  ces  raisons  attendre  des  spores,  en 
troisième  lieu  de  la  sélection  de  colonies  d'un  blanc  pur,  entremélées  aux  colonies 
végétatives  plus  brunatres,  et  finalement  de  la  rcaction  a  l'iode,  qui  montra  que 
Ie  glycogène-  est  utilisé  dans  la  production  des  spores,  tandis  qu'il  se  conserve 
dans  les  colonies  ron  sporulantes.  Je  crois  probable  que  dans  la  sporulation  Ie 
glycogène  est  transformé  et  déposé  dans  la  paroi  des  spores  sous  forme  d'une 
modification  cellulosique  qui  ne  se  colore  pas  par  l'iode.  Je  fais  cette  hypothese 
en  me  fondant  sur  l'analogie  avec  Ie  Schizosaccharomyces,  oü  les  matériaux  de  ré- 
serve se   déposent  dans   la   membrane  sous  forme  de  granulose. 


')  Le  »Westland«  est  la  région  cótière  de  la  province  de  Hollande  meridionale, 
Ie  long  de  la  Mer  du  Nord,  renommée  par  son  horticulture. 

^)  Je  considère  cette  levüre  comme  une  espèce  réellement  indigène  de  la  flore 
hoUandaise,  c'est-a-dire  capable  d'y  vivre  en  plein  air.  Les  vraies  levüres  du  maltose 
y  sont  cependant  rares;  je  n'en  pourrais  citer  avec  certitude,  outre  le  S.  uvarum,  que 
deux  espèces.  Malgré  de  nombreuses  tentatives,  je  n'ai  pu  encore  jusqu'ici  décider  si 
la  levüre  panaire  (S.  panis),  si  abondante  dans  les  canaux  des  villes  hollandaiscs,  y  est 
réellement  indigène.  A  la  campagne,  cette  espéce  ne  se  rencontre  pas  dans  le  levain, 
mais  y  est  remplacée  par  le  S.  minor. 

')  Voir  mon  travail  sur  les  levüres  éthacétiques  dans  les  *  Handelingen  van  het 
5'  Nederl.  Natuur-  en  Geneeskundig  CongreS",  1895,  p.  301. 
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Il  n'y  ent  pas  moven,  jiar  la  methode  de  dessiccation  a  haute  tem[)i  ratiire, 
de  tiier  complitement  les  cellules  végétatives  sans  endommager  en  mênie  temps 
un  grand  nombres  de  spores.  Cependant  je  pus  arriver  par  cette  voie  a  une  telle 
accumulation  de  spores,  que  la  sélection  ultérieure  des  colonies  me  conduisit  au 
but  sans  difïiculté  aucune.  J'obtins  toutefois  ici  encore  une  race  a  petites  cellules, 
un   fait  sur  lequel  je  reviendrai   par  la   suite. 

La  sélection  des  colonies  naines  retardataires.  provenant  des  matériaux  soumis 
a  la  dessiccation,  fut  entreprise  sur  les  plaques  au  mout  gelatine,  et  ne  n-clame 
plus  guère  d'autre  explication.  Ces  mêmes  plaques  peuvent  tgalement  servir  a  la 
sélection  au   moven   de  la  réaction   iodée  du   glycogène. 

La  difïérence  de  teinte  entre  les  colonies  végétatives  et  sporulantes  n'est  bien 
nette  que  dans  les  cultures  sur  plaques  a  l'agar.  La  sélection  réussit  également 
bien  sur  Ie  moiit  a  l'agar  et  la  bière  a  l'agar.  Il  s'agit  d'opérer  au  moven  d'une  bonne 
loupe  et  sous  un  iclairage  approprii-;  mais  une  foi^  qu'on  a  saisi  la  diffi-rence,  on  ne 
s'y  trompe  plus.  Chez  cette  levüre,  eest  en  effet  la  couleur  des  colonies  qui  fournit 
Ie  meilleur  caractère  distinctif,  ce  qui  tient  a  ce  que  la  différence  de  taille  entre  les 
spores  et  les  cellules  végétatives  est  si  considerable,  bien  plus  considérable  que 
chez  les  autres  leviires.  Il  va  de  soi  que  l'on  peut  parallèlement  avoir  recours  a 
la  réaction  iodée,  qui  colore  en  jaune  les  colonies  sporogènes,  en  brun  foncé  au 
contraire  les  colonies  végétatives,  qui  sont  riches  en  glycogène.  C'est  par  exception 
seulement  que  je  trouvai  des  colonies  brunes  a  grandes  cellules,  renfermant  né- 
anmoins  beaucoup  de  spores.  Mais  celles-ci,  comme  on  pouvait  s'y  attendre,  res- 
tèrent  incolores  sous  l'action  de  l'iode,  attendu  que  Ie  glycogène  y  avait  disparu'). 

C'est  en  opérant  la  sélection  d'après  la  couleur  que  je  découvris  les  races 
de  levüres  microcellulaires,  avec  leurs  propriétés  si  curieuses.  .'\yant  obtenu  aprés 
la  dessiccation  a  chaud,  prolongte  dans  certaines  expériences  pendant  un  quart 
d'heure  a  ioo°C. '),  une  forte  réduction  des  colonies  brunes«.  tandis  que  je  cro- 
yais  n'avoir  dans  les  >'blanchcs«  que  des  colonies  sporogènes,  je  m'aper(;us  a 
l'examen  microscopique  que  ceci  itait  une  erreur.  Les  colonies  blanches  appar- 
tenaient  a  deux  catégories.  les  unes  sporogènes,  les  autres  asporogènes  et  micro- 
cellulaires. Poursuivant  ceci,  je  constatai  que  c'est  la  taille  des  cellules  qui  régit 
la  coloration  des  colonies  et  par  suite  leur  rc-sistance  a  la  dessiccation.  Les  colonies 
microcellulaires  sont  blanc  pur,  indiffcremment  que  les  cellules  soient  petites  par 
suite  de  la  sporulation,  (lui  nduit  chaque  cellule  (spore)  au  quart  de  sa  taille 
primitive,  ou  qu'elles  aient  (lar  elles  mêmes  cette  propriété.  La  moindre  résistance 
des  grosses  cellules  rappelle  la  nature  plus  delicate  du  tissu  turgescent  (cellules 
somatiques)  des  plantes  supérieures,  comparées  aux  méristèmes  microcellulaires 
(cellules  embryonnaires),  lesquels,  comme  ne  l'ignore  aucun  botaniste,  supportent 
beaucoup    mieux    la  gelee  et  la  dessiccation.   Cette  différence  repose  évidemment 


')  C'est  évidemment  uu  ea.s  de  variabilitc,  que  je  considère  toutefois  comme  «•va- 
riabilité  germinative«,  et  non  connue  Ie  résultat  direct  d'une  action  de  milieu  qucl- 
conque. 

-)  Je  ferai  reniarquer  que  seules  les  cellules  abimdauiment  nourries  supportent 
longtemps  des  tenipcratures  si  élevées.  Les  cellules  mal  nourries  sont  tres  scnsibles 
a  l'effet  combine  de  la  chaleur  et  de  la  dessiccation,  et  meurent  déja  en  massc  vers 
56°  C. 
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sur  Ia  prcsence  de  i;rosses  vacuoles  dans  les  grandes  cellules,  et  leiirs  petites 
dimensions  ou  leur  absence  dans  les  petites  cellules  et  les  spores.  La  dessiccation 
OU  la  gelee  font  du  contenu  vacuolaire  une  solution  concentrée,  qui  agit  probable 
ment  d'une  maniere  tres  nuisible  sur  Ie  protoplasme.  Comme  la  faculté  d'avoir 
de  petites  cellules  se  transmet  hcréditairement  tout  comme  la  faculté  de  la  spo- 
ridation,  la  methode  de  la  dessiccation  chaude  doit  donc  donner  ovi  une  race 
niicrocellulaire,  ou  une  race  abondamment  sporogcne.  ou  les  deux  a  la  fois.  On 
peut  donc  ici  recevoir  l'impression  fausse  qu'une  mLtamorphose  dans  la  taille  des 
cellules  s'est  operée  par  une  action  extérieure,  qui  en  rcalitc  ne  se  reduit  qu'a 
une  sélection  masquée.  La  chaleur  ne  fait  pas  naitre  une  variation,  mais  lui  donne 
roccasion  de  devenir  évidente,  en  modifiant  les  conditions  de  concurrence.  Ce  n'est 
donc  pas  d'une  propriété  acquise  qu'on  pourra  parier,  ici  pas  i)Ius  qu'ailleurs,  mais 
de  variabilité  «germinative-'.  Cet  exemple  montre  en  méme  temps  combien  on  doit 
être  prudent  en  voulant  apprécier  ce  qu'on  suppose  étre  des  influences  directes 
sur  la  variabilitf,  quand  on  n'en  sait  pas  assez  conrernant  les  circonstances  de 
1'hérédité. 

Je  répéterai  que  dans  mes  expériences  sur  la  levüre  panaire  (S.paiiis),  ayant 
pour  put  d'accumuler  la  formation  des  spores,  je  n'obtins  jusqu'ici  que  des  races 
microcellulaires,  qui  toutefois  ne  se  montrèrent  pas  tres  constantes,  et  se  retrans- 
formaient  bientöt  en  la  forme  a  grandes  cellules,  si  Ton  ne  continuait  pas  la 
sélection. 

Ce  que  j'ai  dit  du  5.  iiTaruiii  montre  que  je  n'ai  pu  reconnaitre  les  colonies 
sporogènes  a  leurs  phénomènes  protéolytiques.  Cependant  je  m'étais  attendu  au 
début  a  un  autre  résultat  chez  une  espèce  si  abondamment  sporulante,  et  voici 
coniment  je  crois   devoir  expliquer  Ie  fait. 

Comme  je  l'ai  déja  avance,  la  protéolyse  est  a  mon  avis  un  phénomène  de 
nécrobiose,  c"est-a-dire  qu'il  depend  de  la  mort  plus  ou  moins  avancée  des  cellules. 
II  faut  donc  que  les  cellules  sporogènes,  quand  Ie  protoplasme  non  employé  a  la 
formation  des  spores  perit,  agissent  sur  les  albuminoïdes.  Or  cette  opinion  a  été 
confirmée  par  de  nouvelles  recherches  et  peut  être  actuellement  considérée  comme 
hors  de  doute.  Cependant  j'ai  reconnu  que  Ie  protoplasme  des  cellules  mères  des 
spores,  en  tant  qu'il  ne  sert  pas  a  la  production  de  ces  dernières,  ne  meurt  pas 
toujours.  11  ne  reste  pas  seulement  vivant  chez  Ie  S.  uvarum,  mais  les  cellules 
méres  des  spores  peuvent  elles-mêmes  bourgeonner  au  moment  de  la  germination 
des  spores.  Il  va  de  soi  que  toute  raison  pour  qu'il  y  ait  protéolyse  tombe  par 
la  méme,  sans  pouvoir  faire  douter  au  fait  essentiel  que  la  protéolyse  est  un 
phénomène   nécrobiotique. 

Je  ferai  encore  remarquer  finalement  que  Ie  5.  uvariim  ofifre  une  diflférence 
physiologique  remarquable  entre  les  fermentations  opérées  en  partant  des  spores 
et  celles  provoquées  par  Ia  race  pauvre  en  spores.  Dans  du  mout  de  10°  Balling, 
on  verra  a  28°  C.  une  »fermentation  sporogène«  se  continuer  régulièrement  juqu'a 
ce  que  Ie  saccharimètre  marque  3—4°.  Une  «fermentation  végétative«  au  con- 
traire, après  avoir  débuté  energiquement,  s'arrête  déja  vers  7—8°  Balling;  les 
levüres  descendant  au  fond  et,  quel  que  soit  l'intervalle  de  temps  qu'on  laisse 
écouler  ensuite  dans  les  conditions  présentes,  il  n'y  a  plus  de  modification.  Si 
cependant  on  exposé  les  mêmes  ballons  a  une   température  beaucoup  plus  basse, 
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p.  ex.  15 — 20°  C,  la  fermentation  recommence,  continue  aussi  énergiquement  qu'une 
fermentation  »sporogène«,  et  Ie  saccharimètre  descend  également  a  3—4°  B.  Nous 
observons  donc  ici  la  circonstance  remarquable  que  les  spores  sont  adaptées  a 
une  plus  haute  température  que  la  race  végétative,  et  je  crois  que  la  raison  immé- 
diate  en  doit  être  cherchée  dans  un  besoin  plus  intense  d'oxygcne  chez  cette 
dernière  que  chez   la  race  sporogène. 

6.   Troisicme  exemple; 
Régéncration   des   spores  chez   Ie   Mycoderma  orientalis   (figs.  5  et  6). 

Je  choisis  comme  troisicme  exemple  une  levüre  appartenant  aux  mycodermes 
et  que  j'appellerai  Saccharomyces  (M\codermd)  orientalis.  J'ai  déja  fait  connaissance 
avec  eet  organisme  il  y  a  quelques  annces,  grace  a  M.  Eyknian,  qui  résidant 
alors  a  Tokio  me  l'envoya  sous  Ie  nom  de  »koji  blanc«'),  comme  un  des  matcriaux 
de  la  fabrication  du  sake.  Je  l'ai  retrouvé  plus  tard  a  diverses  reprises  sur  les 
fruits  d'Orient,  surtout  sur  les  raisins  secs  de  Turquie,  oü  on  les  trouve  a  l'état 
de  spores.  Sans  doute,  cette  forme  n'y  est  pas  générale,  et  se  développe  seulement 
dans  les  fermentations  postérieures  ou  de  bout,  mais  a  ce  qu'il  m"a  semblé  alors 
sans  exception.  On  l'obtient  Ie  plus  aisément  comme  suit.  Des  raisins  secs  turcs, 
tels  qu'on  les  achète  dans  les  magasins  de  denrées  coloniales  sont  introduits  dans 
du  mout  de  bière,  acidulé  jusqu'au  titre  3  —  5  cm.'  d'acide  normal  pour  100  de 
mout,  au  moyen  d'acide  lactique,  et  on  abandonne  dans  l'étuve  a  28°C.  Il  s'établit 
une  fermentation  alcoolique,  provoquée  par  plusieurs  espèses  de  levüres"),  qui  se 
rencontrent  sur  les  raisins  secs  sous  forme  de  cellules  végétatives.  Quand  la  fer- 
mentation cesse,  et  si  l'on  a  fait  usage  de  suffisamment  de  raisins  secs,  la  surface 
se  recouvre  d'un  voile  de  Mycoderma  orientalis,  très-sec  et  pulvérulent  et  d'une 
couleur  blanc  pur.  Déja  ce  voile  impur  renferme  une  masse  de  spores').  La  levüre 
isolée  se  montre  être  une  levüre  du  glucose.  Dans  l'eau  de  levüre  additionnée  de 
glucose  elle  donne  lieu  a  une  fermentation  tres  vive,  dans  Ie  mout  de  bière  a 
une  fermentation  médiocre,  qui  dure  aussi  longtemps  qu'il  y  a  du  glucose  en 
présence.  Dans  ce  dernier  liquide  de  culture  il  prend  naissance  de  grosses  bulles 
d'air  sous  la  membrane,  qui  se  développe  vigoureusement.  Le  maltose  ne  fermente 
pas  mais  est  oxydé  par  le  voile  si  l'air  a  suffisamment  acces,  et  sert  a  la  croissance. 

Le  Mycoderma  orientalis  éveilla  mon  intérêt  par  la  protéolyse,  exceptionnellement 
intense  pour  une  levüre  alcoolique.   qu'il   provoque   dans  les  cultures  sur  gelatine 


')  Cette  substance  se  composait  de  riz,  coniplctemcnt  envahi  par  le  champignon 
et  recouvert  par  lui.  L'échantillon  me  parvint  en  juin,  a  une  température  extérieure 
d'environ  20°  C,  mais  la  masse  s'était  si  énergiquement  échauffée  par  Ia  respiration 
du  mycodcrme,  que  la  température  avait  attcint  40°  C.  Il  est  clair  qu'un  autre  cham- 
pignon avait  saccharifié  Tamidon  du  riz  par  l'intermédiaire  d'une  diastase.  car  le  5". 
orientalis  lui-même  n'en  produit  pas  et  n'attaque  pas  la  féculc.  La  bibliographie  dont 
je  dispose  ne  mentionne  pas  le  «koji  blanc«  dans  la  préparatiou  du  sake. 

')   En  partie  non  encore  décrites- 

")  Cette  levüre  est  tres  probablenicnt  tres  proche  parente  du  5.  fariiiosiis  de  M. 
Lindner  (Betricbskontrolle,  i.  .Aufl.,  1895,  p.  214),  tiré  du  »Jopenbier«  de  Danzig,  et 
n'en  est  peut  être  qu'une  variété.  Il  n'y  a  pas  identité  entre  les  deux  formes,  car  M. 
Lindner  ne  mentionne  pas  de  liquéfaction  de  la  gelatine. 
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chaque  fois  qu'on  l'a  isoK-  de  nouveau.  Alais  dans  les  transports  ultcrieurs,  cette 
propriété  disparait  complètement,  de  sorte  que  1'on  croit  avoir  affaire  a  une  autre 
espèce  de  levüre  qu'au  debut').  En'mênie  temps  se  modifie  Ie  caractère  pulvérulent 
et  sec  des  colonies  sporogènes,  qui  deviennent  humides  et  gris  blanchatre,  comme 
les  colonies  pauvres  en  spores.  Poursuivant  ces  phcnomènes  de  plus  prés,  je 
trouvai  qu'il  se  passé  ici  a  peu  prés  la  même  chose  que  j'ai  déja  décrit  antérieure- 
ment  chez  Ie  Schiz.  octosporus,  savoir  que  la  protéolyse  suit  de  prés  la  sporulation, 
et  que  cette  dernière  fonction  cesse  ainsi  que  la  protéolyse  dans  les  transports 
successifs.  Une  circonstance  inattendue,  c'est  que  non  seulement  les  cellules  spo- 
rogènes sont  tres  riches  en  glycogène,  mais  que  cette  substance  s'accumule  aussi 
dans  les  spores,  ce  qui  fait  que  Tiode  colore  les  unes  et  les  autres  en  brun  foncé^). 
Les  cellules  asporogénes  au  contraire  sont  si  complètement  privées  de  glycogène 
que  l'iode  leur  donne  siniplement  une  teinte  jaunatre.  Ceci  permet  de  distinguer 
dans  les  colonies  sporulantes  les  cellules  asporogénes,  de  les  compter  au  micros- 
cope, et  d'en  faire  de  méme  dans  les  colonies  »asporogénes«  pour  les  rares  cellules 
en  sporulation.  On  voit  que  Ie  glycogène  se  comporte  ici  tout  autrement  que 
chez   Ie   5.  uvaruiii^). 

Il  s'agissait  a  présent  de  savoir  s'il  serait  possible  de  régènèrer  les  deux  fonctions 
de  sporulation  et  de  protéolyse  chez  une  ancienne  souche  de  culture  qui  les  avait 
a  peu  prés  complètement  perdues.  Cela  m'a  parfaitement  réussi,  et  plus  aisément 
que  chez  toute  autre  espèce  de  Sacchairi?iiyses.  Le  principe  de  Ia  methode  est,  comme 
partout  ailleurs,  le  principe  d'hérédité.  La  sèlection  des  colonies  sporogènes  sur 
plaques  de  moiit  gelatine  est  ici  tri'S  simplifite  par  Ia  protéolyse  intense  et  tres 
hative.  Cette  sèlection  est  encore  facilitée  par  ce  que  les  deux  cas  liftiites,  des 
colonies  tres  riches  et  tres  pauvres  en  spores,  sont  bien  plus  génèraux  que  les 
formes  intermédiaires.  Or  si  l'on  sème  de  nouveau  les  colonies  sporogènes,  on 
obtient  déja  au  bout  de  deux  ou  trois  transports  un  rapport  constant  entre  les 
deux  espèces  de  colonies,  avec  un  nombre  tres  restreint  de  colonies  pauvres  en 
spores  (correspondant  au  nombre  des  cellules  qui  ne  donnent  pas  au  microscope 
de  réaction  avec  l'iode;.  Ces  propriètés  rappelent  donc  fortenient  ce  qu'on  observe 
chez   le   Schiz.  octosporus. 

Dans  le  présent  cas.  il  était  facile  d'expliquer  pourquoi  dans  les  séries  de  cultures 
ordinaires  il  y  a  une  si  forte  régression  dans  la  faculté  de  sporulation.  On  voit 
en  effet  que  la  sporulation  est  en  antagonisme  avec  le  bourgeonnement.  Or,  si 
l'on   cultive   une   souche   £i   sporulation   tres   abondante.  les  cellules  sporogènes  pro- 


')  La  liquéfaction  par  les  colunies  sporogènes  est  tout  aussi  intense  que  chez  les 
bactéries  fortement  liquéfiantcs. 

-)  Comme  les  deux  races  du  S.  orientalis  font  fermenter  le  glucose  avec  la  inème 
énergie,  la  fonction  fermentative  doit  être  indépendante  du  glycogène.  C'est  ce  que 
viennent  confirmer  aussi  d'autres  faits  d'observation.  Le  5.  apiculatus  par  exemple,  une 
levüre  tres  énergique  du  glucose,  est  ordinairement  privé  de  glycogène,  tandis  que 
VOidium  lactis.  qui  ne  fait  fermenter  aucun  sucre.  est  extraordinairement  riche  en 
glycogène. 

")  Pour  la  bibliographie  assez  étendue  sur  le  glycogène  des  levüres  je  renverrai 
aux  travaux  de  celui  qui  l'a  découvert,  L.  Erréra  {Compt.  rend.,  T.  Cl,  1885,  p.  253) 
et  a  ceux  de  son  élève  G.  Clautriau  (Etude  chimique  du  glycogène  chez  les  levüres, 
Bruxelles,  189S)   ainsi  qu'au   » Jahresbericht«  de  A.  Koch. 
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duiront  précoceraent  des  spores  et,  comme  ces  spores  ne  germent  pas  immédiate- 
ment,  entreront  dans  un  stade  de  repos,  a  un  moment  oü  il  y  a  encore  suffi- 
samment  de  nourriture  peur  permettre  des  bourgeonnements  ultérieurs  des  cellules 
végétatives.  Si  l'on  ignore  ces  circonstances,  on  ne  transportera  involontairement, 
dans  les  ensemencements  successifs,  qu'un  grand  nombre  de  cellules  végétatives, 
et  peu  de  cellules  sporogènes;  au  bout  de  quelques  transports  ces  dernières  auront 
presque  complètement  disparu.  lei  encore  nous  avons  donc  affaire  a  une  sélection 
inconsciente  des  cellules  plus  productives,  ce  qui  donne  l'illusion  trompeuse  d'un 
phénomène  de  variabilité,  et  repose  cependant,  quand  on  y  regarde  de  plus  prés, 
sur  l'hérédité  pure  et  simple. 

Réussira-t-on  a  obtenir,  partant  de  la  race  pauvre  en  spores  et  par  voie  de 
sélection  des  colonies.  une  race  complètement  asporogène  (comme  chez  Ie  Schiz. 
octosporus):  C'est  ce  que  je  n'ai  pas  encore  essayé,  mais  il  n'y  a  guère  moyen  d'en 
douter. 

Les  présentes  recherches  ont  montré  comment  on  peut,  chez  les  levüres  al- 
cooliques  sporogènes,  revenir  de  matériaux  de  culture  fortement  modifiées  a  la 
souche  primitive.  Je  crois  donc  que  ces  résultats,  outre  leur  intérêt  physiologique, 
ont  aussi  quelque  valeur  pour  la  systématique.  En  tout  cas,  ma  methode  est 
évidemment  propre  a  simplifier  Ie  diagnostic  des  espèces,  si  difficile  dans  ce  groupe. 

Delft,  avril    1898. 


Explication   des   photographies  de  la  planche. 

Fig.  I.  Schizosaccharomyces  pombe,  culture  pauvre  en  spores  sur  plaque  de  mout 
gelatine,  agée  de  25  jours   (Apochromat.  2,5  mm.,  project,  ocul.  2,  Zeiss,  Grossiss.  440). 

Fig.  2.  Schizosaccharomyces  pombe,  culture  sporogène,  obtenue  par  accumulation 
du  pouvoir  de  sporulation  en  partant  de  la  culture  précédente;  agée  de  25  jours;  dé- 
veloppée  sur  la  méme  plaque  dans  les  mêmes  conditions  que  la  culture  précédente 
(Apochromat.  2,5  mm.,  project,  ocul.  2  Zeiss,  Grossiss.  440). 

Fig.  3.  Saccharomyces  uvarum,  culture  pauvre  en  spores  dans  l'eau  de  la  distri- 
bution   mélangée   d'agar   (Apochromat.  2,5  mm.,   project,  ocul.  2  Zeiss,   Grossiss.  440). 

Fig.  4.  Saccharomyces  uvarum,  culture  sporogène  dans  l'eau  de  distribution  a  l'agar, 
issue  par  régénération  des  spores  de  la  culture  précédente  (Apochromat.  2  mm.  Hart- 
nack,  project  ocul.  2  Zeiss,  Grossiss.  560). 

Fig.  5.  Saccharomyces  (Mycoderma)  orientalis,  culture  pauvre  en  spores  sur  mout 
gelatine  (Apochromat.  2  mm.  Hartnack,  project,  ocul.  2  Zeiss.  Grossiss.  560). 

Fig.  6.  Saccharomyces  (Mycoderma)  orientalis,  culture  sporogène  sur  mout  gelatine, 
obtenue  par  régénération  des  spores  de  Ia  culture  précédente  (Apochromat.  2  mm. 
Hartnack,  project,  ocul.  2  Zeiss.  Grossiss.  560). 
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Fig.  6. 
Régénération  de  la  sporulation  chez  les  levures  alcooliques. 
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Notiz  über  Pleurococcus  vulgaris. 

Centralblatt  für  Bakteriologie  und  Parasitenkunde,  Jena,  1 1.  Abteilung,  I\'.  Band,   1898, 

S.  785-787. 

Pleurococcus  vulgaris  bildet  bekanntlich  den  grüiien  Belag,  welcher 
SC  ausserordentlich  allgemein  auf  Baumstammen  und  Dachern  und  an  Mauern 
und  Zaunen  gesehen  wird.  Die  grosse  Verbreitung  giebt  dieser  Art  ein  gewisses 
Interesse  und  veranlasste  mich,  zu  versuchen,  dieselbe  in  Reinkultur  zu  bringen. 
Dieses  ist  nach  vielem  vergeblichen  Bemühen  folgenderweise  gelungen:  Agar-Agar, 
lange  mit  destilliertem  Wasser  ausgelaugt,  urn  daraus  alles  lösliche  Organische  zu 
entfernen,  wurde  zu  2  Proz.  gelost  in  folgendem  Gemisch: 

ICO  destilliertes  Wasser, 
0,05   Ammonnitrat 
0,02   Kaliumphosphat, 
0,02   Magnesiunisulfat, 
0,01   Calciumchlorid. 

In  einer  Platte  eingegossen,  wurde  darüber  ein  wenig  in  Wasser  fein  zerriebenes 
Material  des  Belages  eines  Lindenbaumes  für  eine  Kolonieenkultur  gebracht,  das 
überflüssige  Wasser  abtropfen  gelassen  und  die  vereinzelten,  an  der  Agaroberflache 
verklebten  Keime  vor  einein  Südfenster  sich  selbst  überlassen.  Die  Platte  befand 
sich  in  einer  Glasdose  mit  gut  aufgeschliffenem  Deckel  und  wurde  vor  Verdunstung 
geschützt.  Nach  ungefahr  3  Wochen  wurden  Hunderte  grüner  Kolonieen  sichtbar, 
welche  eine  feste  Konsistenz  zeigten,  sich  leicht  in  einem  Stücke  vom  Agar  abheben 
Hessen  und  sich  als  »S  a  r  c  i  n  a  klumpen«  von  P  1.  v  u  1  g  a  r  i  s  ergaben.  Dazwischen 
lagen  ganz  vereinzelt  sehr  dunkelgrüne,  weiche  Kolonieen,  welche  entweder  aus  einer 
C  h  1  o  r  e  1 1  a  art »)  oder  aus  Stichococcus  bacillaris  bestanden.  Die  Ver- 
suche  wurden  im  Winter  1896  ausgeführt :  seitdem  habe  ich  die  Art  fortwahrend  in 
Reinkulturen  beibehalten  und  als  vollkommen  konstant  und  monomorph  erkannt.  Die 
anfanglichen  Misserfolge  der  Reinkulturversuche  mussen  der  Gegenwart  löslicher 
organischer  Stoffe  in  den  Kulturbüden  zugeschrieben  werden,  deren  Bedeutung  ich 
zunachst  unterschatzte. 

Interessant  ist  folgender  Umstand:  Als  die  Reinkultur  eben  gelungen  war,  wurde 
versucht,  auf  die  niimlichen  Nahrböden  überzuimpfen,  worauf  ich  seit  mehreren  Jahren 
meine    anderen    Grünalgenkulturen    fortzüchte,    namlich    aut    Würzegelatine    und    auf 


')  Dieselbe  C  b  1  o  r  e  1  1  a  tindet  sich  ott  in  den  chemischen  Laboratorien  in  dt-n 
Flaschen  mit  Natriumphosphatlösung  sowie  in  Gipswasser.  Sie  bildet  die  Ilaiiptmassc 
der  sogenannten  »P  r  i  e  s  t  1  e  y'scben  Materie»  unil  Iiat  einiges  Interesse  für  die  Gc- 
schichte   des  Dogmas  der  Generatie  spontanea. 
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Fleischwassergelatine;  jedoch  ganz  ohne  Erfolg;  nach  kurzer  Zeit  verbleichten  und 
starben  die  Zeilen,  ohne  sich  zu  teilen.  Inzwischen  wurden  auch  Kuituren  auf  Agar 
angefertigt,  nach  obigem  Rezept  prapariert,  allein  weniger  sorgfaltig  ausgewaschen. 
Als  dann  spater  aufs  neue  versacht  wurde,  auf  Würzegelatine  oder  auf  Fleischwasser- 
gelatine überzuimpfen,  war  der  Widerstand  überwunden.  es  fand  Wachstum  statt,  und 
zwar  in  einem  viel  ausgiebigeren  Masse  wie  auf  dem  Agar.  Offenbar  hatten  die  Zei- 
len sich  an  die  organischen  Körper  gewöhnen  mussen,  und  juistatt  dass  dieselben  dann 
langer  hinderlich  waren,  wurden  dieselben  zur  Xahrung  verwendet  luid  förderten  das 
Wachstum  ganz  ausserordentlich.  Solche  Kuituren  haben  ein  höchst  auffallendes  Aus- 
sehen.  Indem  sich  namlich  die  eine  Pleurococcus  schicht  über  die  andere  bildet, 
kommt  bald  die  Zeit,  wo  die  oberen  Schichten  als  trockenes  grünes  Pulver  die  unteren 
überdecken  und  leicht  aus  den  Reagenzröhren  als  grober  Sand  ausgeschüttelt  werden 
können,  —  ein  Verhalten,  welches  unter  allen  von  mir  bisher  kultivierten  Algen  für 
Pleurococcus  einzig  ist. 

Ich  sagte,  dass  Pleurococcus  sich  als  monomorph  herausgestellt  hat.  Ich 
betone  dieses,  weil  eben  über  diesen  Punkt  in  der  »British  .-^ssociation*  im  Oktober 
1897  eine  Diskussion  zwischen  Miss  Dorothea  Pertz  und  Prof.  Farmer 
stattgefunden  hat  *),  wobei  die  Ansicht  ausgesprochen  wird,  dass  Pleurococcus 
sowohl  kugelige  Sporangien  wie  Faden  erzeugt.  Dieses  ist  sicher  nicht  der  Fall,  und 
da  ich  gegenwartig  gut  abgebbare  Reinkulturen  besitze,  bin  ich  gern  bereit,  diese  auf 
Wunsch  als  Belege  für  meine  Ansicht  zu  übersenden.  Ich  habe  mit  dieser  Mitteilung 
so  lange  gewartet,  weil  ich  eben  ganz  sicher  sein  wollte;  da  gegenwartig  meine  Kui- 
turen 2  Jahre  im  Laboratorium  konstant  geblieben  sind,  glaube  ich  zuversichtlich, 
sagen  zu  dürfen,  dass  sie  es  auch  weiterhin  bleiben  werden. 

Wahrend  Pleurococcus  ein  Beispiel  einer  Alge  ist,  welche  anfangs,  um 
aus  der  Xatur  in  Reinkultur  gebracht  zu  werden,  dem  Einfluss  gelöster  organischer 
Körper  entzogen  werden  muss,  spater  jedoch  dadurch  nicht  geschadigt  wird,  in 
meinem  Laboratorium  eine  andere,  von  Herrn  A.  van  Delden  aufgefundene  Alge 
kultiviert,  welche  nach  Jahresfrist  noch  ebenso  empfindlich  für  organische  Stofïe  ist, 
wie  im  .Anfang  wahrend  der  Isolierung.  Es  ist  ebenfalls  eine  Grünalge,  welche  in  den 
Agarkulturen  zwar  an  Stichococcus  erinnert,  jedoch  durch  die  eigentümliche  _ 
Form  der  Chromatophoren  und  durch  das  Vorkommen  eines  deutlichen  Pyrenoids 
mehr  auf  U  1  o  t  h  r  i  x  gleicht.  Dieselbe  fand  sich  in  Grabenwasser  und  kann  nur 
dann  auf  festem  Boden  fortgezüchtet  werden,  wenn  dieser  aus  vollstandig  ausge- 
waschenem  Agar  mit  anorganischen  Salzen  besteht. 

Die  früher  von  mir  in  diesem  Blatt  besprochenen  niederen  Algen  isolierte  ich 
auf  Xahrböden,  welche  von  .\nfang  an  ziemlich  reich  an  organischen  Körpem  sind, 
indem  sich  herausgestellt  hatte,  dass  diese  Organismen  in  ihrem  Wachstum  imd  ihrer 
Reproduktion  ausserordentlich  durch  organische  Nahrung  gefördert  werden  (C  y  s  t  o- 
coccus  humicola,  Stichococcus  bacillaris,  Stichococcus 
major,  Chlorella  vulgaris,  Scenodesmus  acutus,  C  h  1  o  r  o  s  p  h  a  e  r  a 
1  i  m  1  c  o  1  a  etc).  Sie  werden  dabei  ganzlich  unabhangig  vom  Licht  und 
erzeugen,  z.  B.  auf  Malzwürzegelatine,  selbst  bei  Fortsetzung  der  Kultur 
wahrend    mehrerer    Jahre    in    absoluter    Dunkelheit,    massenhaft    tiefgrünes    Algen- 


')  Nature.  Vol.  LVL  1897.  p.  601. 
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material.  Inzwischen  habe  ich  mich  überzeugt,  dass  solche  Kuiiuren  im 
Lichte  wieder  imstande  sind,  sich  anorganisch  zu  emahren  und  Kohlesaure  zu  zer- 
legen.  Auf  diese  Weise  gelingt  es,  Chlorella,  Cystococcus  und  S  t  ; 
c  o  c  c  u  s  (mit  Pleurococcus  machte  ich  noch  keine  Versuche,  doch  wiru  auv^. 
dafür  unzweiielhaft  das  namliche  gelten)  entweder  als  Saproph}'ten  oder  als  Auto- 
phyten  zu  kultivieren.  Eigentümlich  ist  es,  dass  die  Chromatophoren  bei  dem  passiven 
saprophytischen  Leben  immer  stark  gekömt  sind  und  oft  undeutlich  abgegrenzt  in  Be- 
zug  auf  das  Protoplasma,  bei  autophytischer  Emahrung  dagegen  glanzend  und  durch- 
sichtig  und  sehr  scharf  begrenzt  sind. 


De  Texistence  d'un  principe  contagieux  vivant 
fluide,  agent  de  la  nielle  des  feuilles  de  tabac. 

Archives  Néerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles,  Haarlem,  Série  II,  Tomé  III, 
1900,  p.  164 — 186.  —  Een  voorloopige  mededeeling  hierover  verscheen  onder  den  titel 
«Over  een  contagium  vivum  fluidum  als  oorzaak  van  de  Vlekziekte  der  Tabaksbladen» 
in  Verslagen  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Wis-en  Natuurk.  Afd.,  Amsterdam, 
Deel  VII,  1898,  blz.  229—235.  —  Verscheen  compleet  onder  den  titel  »Ueber  ein  Con- 
tagium vivum  fluidum  als'Ursache  der  Fleckenkrankheit  der  Tabaksblatter»  in  Ver- 
handelingen Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Amsterdam  1898,  Deel  VI,  Xo.  5.]  | 

En  1885  M.  Adolf  Mayer  •)  montra  que  la  maladie  dite  nielle  (Mosaikkrankheit 
OU  Blattfleckenkrankheit  des  auteurs  allemands),  que  présentent  les  feuilles  de 
tabac,  est  contagieuse.  Il  exprima  Ie  suc  de  plantes  malades,  en  remplit  des  tubes 
capillaires,  et  piqua  au  moyen  de  ceux-ci  les  feuilles  et  les  tiges  de  plantes  saines 
croissant  en  plein  air.  Au  bout  d'une  ou  deux  semaines  ces  individus  furent  attaques 
de  la  même  maladie.  L'auteur  ne  put  trouver  au  microscope,  dans  les  feuilles  malades, 
ni  bactéries  ni  parasites  d'autre  nature.  J'étais  a  cette  époque  Ie  collègue  de  M. 
Mayer  a  l'école  d'agriculture  de  Wageningen;  il  me  montra  ses  expériences,  et,  pas 
plus  que  lui,  je  ne  pus  déceler  dans  les  plantes  attaquées  des  microbes,  auxquels  on 
pourrait  attribuer  la  maladie.  Cependant  mes  connaissances  bactériologiques  étaint  a 
cette  époque  trop  incomplètes  pour  que  je  pusse  reconnaitre  a  mes  observations  directes 
pleine  force  démonstrative. 

Je  me  suis  depuis  lors  continuellement  occupé  de  recherches  bactériologiques,  et 
quand  j'eus  découvert  en  1887  les  bactéries  des  nodosités  des  Légumineuses,  je  repris 
aussi  l'étude  de  la  nielle  du  tabac.  Mais  de  nouveau  Ie  résultat  fut  négatif.  Cependant 
dans  toutes  les  expériences  que  j'avais  faites  jusqu'a  cette  époque,  c'était  ou  bien 
l'examen  au  microscope  qui  devait  trancher  la  question,  ou  bien  des  methodes  de 
culture,  mais  qui  n'avaient  été  appliquées  qu'en  vue  de  la  présence  d'organismes 
aérobies.  Je  n'était  donc  pas  exclu  que  dans  les  tissus  végétaux  auraient  vécu  des 
anaérobies  en  petit  nombre,  qui,  tout  en  .se  dérobant  a  l'observation  directe,  auraient 
cependant  pu,  comme  p.  ex.  la  bacterie  du  tétanos,  attaquer  les  tissus  voisins  par 
l'intermédiaire  de  virus  solubles  et  morts,  c'est-a-dire  non  susceptibles  de  reproduc- 
tion.  On  sait  en  effet  que  souvent  les  cellules  des  végétaux  supérieurs  renferment  des 
matières  colorantes  réduites  -),  qui  se  colorent  au  contact  de  l'air,  de  telle  sorte  que 
Ton  ne  saurait  nier  a  priori  la  présence  d'organismes  anaérobies  dans  les  individus  de 


')    Landwirthschaitliche  Versuchsstationen.   Bd.  32,  p.  450,   1886. 
')   Je  rappcUcrai  p.  e.x.  la  présence  d'indoxylc   dans  Ie  voucdc. 
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tabac.  S'il  est  vrai  que  la  présence  de  pareils  microbes  dans  les  organes  aériens  vcrts 
de  cette  plante  est  tres  improbable,  la  découverte  de  la  microaérophilie  chez  les  anaó- 
robies  ')  devait  nous  engager  a  la  plus  grande  prudence,  surtout  en  raison  de  l'im- 
portance  fondamentale  des  faits  dont  il  s'agit  ici.  Il  semblait  tout  particulièrement 
désirable  de  faire  de  nouvelles  recherches  sur  les  microbes  vivant  dans  Ie  sol,  a  la  sur- 
face  des  racines. 

Mais  quand  je  me  fus  donné  la  plus  grande  peine  pour  découvrir  dans  les  feuilles 
malades  ou  les  racines  des  plantes  attaquées,  ou  dans  leur  voisinage  immédiat,  des  or- 
ganismes anaérobies,  capables  d'avoir  provoqué  la  contagion,  toujours  avec  un  rcsul- 
tat  négatif ;  et  que  j'eus  finalement  acquis  la  certitude  que  de  pareils  organismes  fai- 
saient  réellement  défaut,  je  ne  pouvais  plus  douter  que  la  nielle  est  une  maladie  in- 
fectieuse,  mais  n'est  pas  provoquée  par  des  microbes. 

Vers  cette  époque,  en  1897,  je  fus  en  mesure  de  disposer  du  nouveau  laboratoire 
de  bacteriologie  de  l'Ecole  polytechnique  de  Delft.  Une  serre  avec  installation  pour 
Ie  chautïage  y  est  attachée,  dont  je  pus  profiter  pour  continuer  l'étude  de  la  nielle. 
Je  pus  faire  ainsi  une  série  d'expériences  d'inoculation  irréprochables,  dont  je  donnerai 
brièvement  les  résultats  ci-dessous. 

Mes  plantes  appartenaient  surtout  a  la  variété  hollandaise  d'Amerongen,  mais 
provenaient  aussi  en  partie  de  graines  achetées  a  Erfurt  -). 

I.  L'infection  n'est  pas  Ie  fait  de  microbes,  mais  d'un  i'irus  znvant  üuide. 

Je  constatai  d'abord  que  Ie  suc  des  plantes  malades,  après  avoir  traverse  un  filtre 
de  porcelaine,  qui  retient  tous  les  organismes  aérobies,  demeure  virulent.  Toutefois  je 
ne  me  suis  pas  borné  a  rechercher  les  aérobies  seuls,  mais  je  me  suis  astraint  en  outre 
a  des  expériences  tres  délicates  pour  déceler  des  microbes  anaérobies  dans  Ie  suc  fil- 
trant  des  bougies.  Toujours  Ie  résultat  fut  négatif,  et  Ie  suc  employé  aux  essais  sem- 
blait donc  parfaitement  stérile. 

La  quantité  de  suc  filtré  nécessaire  a  inoculer  un  plant  de  tabac  est  extrémement  pe- 
tite.  Une  gouttelette  introduite  au  moven  d'une  seringue  de  Pravaz  au  bon  endroit 
suffit  a  infecter  un  grand  nombre  de  feuilles  et  de  rameaux.  Le  suc  exprimé  de  par- 
ties  malades  permet  d'inoculer  un  nombre  indéfini  de  plantes  saines  et  de  leur  com- 
muniquer  la  contagion,  ce  qui  démontre  que  le  virus,  bien  que  liquide,  se  multiplie  dans 
l'individu  vivant. 

Cependant  les  expériences  avec  le  suc  avant  passé  les  bougies  restent  sujettes 
a  critique,  parce  que  la  nature  corpusculaire  du  virus  ne  peut  pas  être  par  la  défini- 
tivement  écartée.  C'est  pourquoi  j'ai  eu  recours  aux  expériences  de  diffusion  suivan- 
tes,  qui  me  semblent  avoir  donné  a  ce  point  de  vue  des  résultats  absolument  indis- 
cutables. 

Je  déposai  a  la  surface  de  plaques  épaisses  et  larges  d'agar  des  gouttes  du  suc 
exprimé  de  feuilles  malades,  ou  bien  des  fragments  de  ces  feuilles  écrasées.  Je  laissai 
ainsi  le  virus  se  propager  dans  la  masse  par  diffusion,  dans  Tespoir  de  le  séparer  de 


')   Les  organismes  anaérobies  obligatoires  ont-ils   besoin    d'oxygcnc   librc?     Arch. 
Néerl.,  2"  série.  T.  IL   1899,  p.  397- 

»)   Je  recus  de  divers  cótés  des  plantes  malades:  j'cn  remcrcie   ici  ceiix  qui  ni'ont 

obligé. 
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cette  maniere  de  la  substance  foliaire  et  de  toutes  les  bactéries.  En  effet,  Ie  virus,  s'il 
est  susceptible  de  diffusion,  pourrait  pénétrer  latéralement  comme  en  profondeur  dans 
l'agar,  abandonnant  complètement  toutes  les  particules  solides,  aussi  bien  les  in- 
visibles  que  les  bactéries  tant  anat-robies  qu'aérobies  ainsi  que  leurs  spores.  L'ex- 
périence  trancherait  donc  la  question  de  savoir  si  Ie  virus  est  réellement  diffusible  et 
par  suite  soluble  dans  l'eau;  ou  bien,  si  n'étant  pas  diffusible  quoique  extrêmement 
divisé,  il  faut  cependant  Ie  considérer  comme  corpusculaire,  c'est-a-dire  comme  un 
contaj:fium  fixe.  •  Or,  on  remarque  que  Ie  corps  qui  provoque  l'infection  peut  pénétrer 
jusqu'a  une  profondeur  assez  sensible  dans  les  plaques  d'agar,  comme  il  résulte  des 
faits  suivants. 

Quand  je  jugeai  Ie  temps  écoule  suffisant  pour  que  Ie  virus,  dans  rhypothèse  de  .-a 
diffusibilité,  eüt  pénétré  a  une  profondeur  sensible  dans  Ia  plaque,  je  lavai  cette  der- 
nière  a  l'eau,  puis  avec  une  solution  de  sublimé,  et  finalement,  a  l'endroit  oü  avait  été 
déposé  la  bouillie  de  feuilles  attaquées  ou  Ie  suc  exprimé,  j'enlevai  au  moven  d'une 
spatule  de  platine  a  bords  tranchants  une  couche  d'agar  d'environ  un  demi-millimètre 
d'épaisseur.  La  masse  immédiatement  sousjacente  fut  alors  enlevée  en  deux  couches 
successives,  et  ces  deux  portions  servirent  a  inoculer  des  plantes  saines.  Les  résultats  ne 
purent  laisser  aucun  doute:  dans  les  deux  cas  se  montrèrent  les  phénomènes  carac- 
téristiques  de  l'infection,  très-intenses  avec  les  portions  supérieures,  moindres  avec 
les  portions  plus  prof  ondes  *).  Au  bout  de  dix  jours  Ie  chemin  parcouru  par  Ie  virus 
aura  atteint  au  moins  deux  millimètres,  peut  être  encore  plus.  Bien  que  la  diffusion  ne  se 
soit  fait  sentir  ainsi  que  sur  un  espace  de  quelques  millimètres,  il  semble  néanmoins 
démontré  par  Ie  fait  même  que  Ie  virus  est  réellement  liquide  ou  dissous,  et  non  cor- 
pusculaire. Ce  résultat  pourrait  avoir  un  intérét  particulier  en  ce  qu'il  rend  possible 
de  concevoir  une  propagation  analogue  de  corps  spécifiques  vitaux  dans  la  masse  des 
méristèmes  des  plantes  ^). 

Le  suc  filtré  a  travers  les  bougies  agit  sur  les  plantes  d'une  maniere  un  peu  moins 
intense  que  le  suc  exprimé  et  non  encore  filtré.  Cela  résulte  du  fait  suivant.  Le  suc 
frais  ne  provoque  pas  seulement  les  taches  particulières,  caractéristiques,  de  la  ma- 
ladie,  suivies  de  la  mort  des  parties  panachées,  —  quand  on  emploie  des  quantités  an 
peu  considérables,  se  suc  donne  de  plus  naissance  a  des  vraies  déformations  des  feuilles 
qui  restent  souvent  petites,  parce  que  la  nervure  médiane  ne  se  développe  pas,  de- 
viennent  plus  ou  moins  lobées  par  suite  de  troubles  dans  l'accroissement  marginal, 
et  présentent  fréquemment  une  nervation  palmée,  faisant  que  ces  feuilles  ne  resse.ai- 
blent  plus  du  tout  a  des  feuilles  de  tabac.  Si  l'on  désire  provoquer  des  déformations 
pareilles  au  moyen  du  suc  découlant  des  bougies,  cela  est  possible,  mais  a  condition  de 
faire  usage  de  quantités  bien  plus  considérables.  D'oü  l'on  conclura  que  le  virus  est 
retenu  dans  les  pores  du  filtré,  tout  au  moins  au  début  de  la  filtration.    Il  serait  tout 


')  L'albumine  d'oeuf  et  la  fécule  de  pomme  de  tcrre  bouillie  pénètrent  lentement 
dans  les  plaques  d'agar,  ce  qui  se  démontré  aisément  pour  ce  dernier  corps  au  moyen 
de  l'iode.  Des  gouttes  d'amidon  soluble,  déposées  sur  les  plaques  de  gelatine,  diffusent 
beaucoup  plus  vite  que  l'amidon  ordinaire,  et  so  propagent  ainsi  latéralcment  jusqu'a 
une  rtistance  assez  considcrable. 

')  Je  suis  déja  arrivé  jadis  a  une  opinion  analogue  pour  ce  qui  conccrne  les  sub- 
stances  cécidiogènes  dans  la  formation  des  galles:  ces  corps  doivent  être  également 
solubles  dans  l'eau  et  capables  de  diflfuscr  dans  les  méristèmes. 
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a  fait  erroné  de  vouloir   en  déduire  que  Ie  virus  est  de  nature  corpusculaire,  comme 
Ie  montre  l'expérience  suivante. 

On  sait  que  la  diastase  du  malt  se  eompose  essentiellement  d'un  mélange  de  deux 
amylases,  la  graimlase  et  la  nialtase.  que  Ton  peut  séparer  l'une  de  l'autre  par  dif- 
fusion  ').  Si  p.  ex.  on  dépose  une  goutte  d'extrait  de  malt  sur  une  plaque  de  gelatine 
renfermant  de  l'amidon,  la  maltase  ne  tarde  pas  a  diffuser  plus  rapidement  que  la 
granulase.  Tandis  que  la  maltase  forme  aux  dépens  de  l'amidon  de  IVrythrodextrine 
et  du  maltose,  la  granulase  donne  naissance  a  des  dextrines  non  colorables  par  l'iode 
et  a  du  maltose,  aux  dépens  a  la  fois  de  l'amidon  et  de  l'érythrodextrine.  L'action 
de  l'iode  sur  Ie  champ  de  diffusion  du  mélange  des  diastases  pourra  révéler  les  quan- 
tités  relatives  de  maltase  et  de  granulase  par  l'apparition  d'un  anneau  rouge  d'érythro- 
dextrine  sur  champ  bleu,  l'anneau  enveloppant  Ie  champ  incolore  de  la  granulase.  Si 
1'on  filtre  Ie  même  extrait  de  malt  ;i  travers  une  bougie  de  porcelaine,  on  remarque  en 
répétant  l'expérience  de  diffusion  avec  les  premières  portions  filtrées,  que  l'anneau  de 
la  maltase  est  beaucoup  plus  large.  Cela  montre  que  les  pores  du  filtre  retiennent  plus 
énergiquementlagranulase,  dont  la  diffusion  est  plus  difficile  que  celle  de  la  maltase.  Plus 
tard,  quand  les  parois  du  filtre  sont  saturées  de  granulase,  l'anneau  de  maltase  revient 
a  sa  largeur  primitive.    Néanmoins  la  granulase  est  un  corps  tres  soluble  dans  l'eau. 

Il  fallait  donc  s'attendre  a  ce  qu'un  corps  difficilement  diffusible,  tel  que  Ie  virus, 
filtrerait  au  début  sous  une  forme  un  peu  diluée,  sans  consister  pour  cela  en  corpus- 
cules  solides  "). 

Bien  que  je  sus  depuis  longtemps  que  les  bactéries  ne  sont  pas  directement  intér- 
essées  dans  l'infection,  j'ai  voulu  cependant  mettre  ce  point  hors  de  doute  a  tous  les 
egards.  J'ai  donc  procédé  a  de  nombreuses  inoculations  de  mes  individus  au  moyen 
des  microbes  qui  se  rencontraient  par  hasard  sur  les  feuilles  de  tabac  malades,  ainsi 
qu'avec  les  formes  qui  se  développèrent  dans  Ie  suc  exprimé.  Quand  les  expériences 
étaient  bien  faites,  j'obtenais  régulièrement  des  résultats  négatifs;  jamais  une  culture 
privée  de  virus  n'a  provoqué  de  phénomène  d'infection.  Je  montrerai  cependant  au  §  9 
que  dans  certaines  circonstances  il  n'est  pas  facile  de  séparer  complètement  du  virus 
les  bactéries  isolées  du  suc  des  feuilles  malades.  Même  après  transport,  ces  bactéries 
peuvent  encore  renfermer  suffisamment  de  virus  pour  provoquer  des  phénomènes  ex- 
trêmement  remarquables   Calbinisme). 

Si  l'on  veut  donc  faire  une  expérience  exacte  pour  établir  si  un  microbe  isolé 
d'une  plante  malade  n'est  pas  capable  de  provoquer  la  contagion,  il  faudra  procéder  a 
une  culture  en  colonies  en  y  mettant  Ie  plus  grand  soin,  et  partant  des  germes  isolés 
et  lavés  a  grande  eau.  Parfois  même  des  transports  répétés  seront-ils  nécessaires,  que 
l'on  continuera  jusqu'a  ce  que  les  dernières  traces  du  virus  absorbé  ou  adhérent  aient 
disparu. 


•)   Le  troisième  enzyme  de  l'cxtrait  de  malt,  la  glucase,   no    sy  trouve    qu'en  tres 

pctite  quantité. 

'-)  Aussi  ne  saurais-je  me  rallier  a  l'opinion  de  M.  Löffler,  qui  conclut  a  la 
nature  corpusculaire  du  virus  de  la  fièvre  aphteuse  (Centralbl.  f.  Bacteriol.  Erste  Ab- 
teilung.  Bd.  24,  p.  570,  1898). 

Il  serait  interessant  de  savoir  si  les  solutions  aqueuses  d'or  et  de  platine,  pre- 
parées  par  M.  Bredig  au  moyen  de  l'arc  électrique,  entre  des  électrodes  de  ces  métaux, 
passent  les  pores  des  bougies,  et  peuvent  dififuser  dans  la  gelatine  ou  la  Relcc  d'agar. 
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Je  crois  qne  les  rrctrdenies  ont  leur  uuhte.  j  y  voü  aotamment  une 

anak^e  avec  ce  qcc  '         t   a  appris  en  patholo^e,  savoir  que  les  ag^ents  de 

cerraTnes  maladies  infecnenses  perdent  leur  vinilence  par  la  cnlture  en  dehors  de 
ros^anisnie,  maïs  soni  capables  de  rangmeater  par  Ie  passage  répété  d'animaux  sen- 
sibles.  L'aralc-sie  3  est  >Tai  n'est  pas  tres  étroite  maïs  me  semble  cependant  indu- 
biiaWe. 

2.  Seuls  des  or games  végétaux  en  Toie  d'accroissemeni, 
oi  s'^  ■  reUidaires,  sont  susceptüAes  tTinfection  ; 

.-.._.;    ..  ,;  .i  z-irvs  se  multiplie. 

Parmi  les  tissas  et  les  organes  da  tabac,  senls  ceux  qoi  a  la  fois  sont  en  voie  de 
crc'issance  rapide,  ei  Ie  siége  de  divisions  cellulaires.  sont  attaques  par  Ie  rirns;  tous 
les  tissns  adnlies  sont  a  Tabri  de  i'mfecrion,  maïs  ciri  e;  de  transporter  Ie  virus 
dans  de-  ns  dêteiminées.     Les  fecüles  qni  cxoissent  encore,  maïs  n'ont  pltis 

qne  la  --r.-^.  ^  rlcmgaiion  des  cellnles  a  parconrir,  ne  se  laisseni  plus  infecter,  bien 
qn'éUes  soieni  mênie  sIots  parfaiiement  aptes  a  transporter  Ie  vims  vers  la  tige. 

Si  Fon  inocnle  la  tige,  oe  s<mt  les  fetiilles  embrycmnaires  qui  sont  senles  iniec- 

tées,  ainsi  les  fenilles  nonrelies  qtii  se  développent  aux  dépens  dn  point  végétatif.  Il  en 

est  de  mêine  qnand  on  inferte  les  -e"-es  fenilles:  Ie  v-rt:5  reto-rre  des  fenilles  dans 

la  tige,  ei  ra  contaminer  .  ixülaire :  ^  '        '-zi  attaqner  Ie 

-minal.    Si  l'on  fait  usage  pour  rinfection  d  crganes  iaulies.  soit  tige  soit 

-.. _.  ._  cst  certain  de  ne  pas  rénssir,  dès  qne  Ton  a  pris  peu  de  virus.    Evidetn- 

ment  ce  demier  est  retenu  par  les  cellnles  adultes,  et  est  donc  inactif.  Mais  qnand  on 
injecte  nne  grande  qnantité  de  poison,  celui-ci  pent  se  répandre  des  parties  adultes 
dans  les  néo-formaticais  voisines.  et  les  infecter. 

Cependant,  il  me  parait  établi  que  Ie  virus  ne  saurait  se  multiplier  et  propager  la 
contagion  qne  s"il  est  contenn  HaTis  des  tissns  en  voie  de  division  cellulaire.  Les  tissus 
adnltes,  et  même  ceox  qni  sont  encore  en  voie  d'élongation  de  lenrs  cellules,  constituent 
tm  mïlien  toüt  a  fait  défavorable.  Le  virus,  saus  ponvoir  croitre  par  lui-même,  est 
entrainé  dans  la  croissance  des  cellnles  er?  division,  et  s'y  multiplie  énormément,  sans 
perdre  en  rien  son  individaalité.    C  -  ^nd  ainsi  qu'en  dehors  de  la  plante  auctm 

ponvoir  de  mnltiplication  ne  pnisse  eirs  i::servé.  Je  pus  d'autre  part  conserver  pen- 
dant plns  de  trois  mois  ^)  du  suc  clair,  avant  passé  la  bougie,  et  privé  de  toute  bac- 
terie, sans  qn'il  perdït  sa  vimlence  on  même  la  diminuat  en  apparence.  Néanmoins  je 
ne  pas  observer  une  angmentation  quelconque  des  propriétés  contagieuses,  même  au 
début  de  l'expérience;  et  cependant  le  suc  étaii  préparé  non  seulement  par 
l'écrasement  de  parties  malades,  mais  aussi  en  v  ajoutant  celui  de  jeunes  bourgeons 
sains  et  de  jeunes  fenilles  saines.  Si  donc  le  virus  avait  pu  se  multiplier  par  nutrition 
de  la  maniere  ordinaire,  cette  mnltiplication  aurait  tres  probablement  eu  lieu.  D'ail- 
leurs  qua""  t  ensemence  tm  peu  de  virus  en  tui  point  d'une  gelatine  de  culture  appro- 
priée,  \i.  et  l'indice  de  réfraction  de  cette  gelatine  demeurent  visiblement  inal- 

térés  en  lons  ies  points. 


')  Quant  a  la  durée  de  la  conservation   -_     -,   ...^r.:....  .=  ne  saurais  encore  rien 
en  dire;  elle  dépass*  dans  tous  les  cas  trois  mois. 
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II  est  Trai  qti'il  est  tres  dimcile  de  jnger  de  Ia  qnannté  de  vims  dont  oc  se  i-tzz 
pc'ur  rinocnlation,  et  connne  Ia  qoestion  de  Ia  mnltiplicatioii  de  ce  vims  est  pfes  isi- 
portantes,  il  sera  nécessaire  dinstitner  de  notirelles  eipériences.  En  attendant.  et 
comme  je  Tai  dit,  je  dois  admettre  que  Ie  virus  n'est  capable  de  nmltiplicati'jti  qne 
s'il  est  mélange  an  protoplasma  vivant  et  en  voie  de  croissance  de  scn  höte. 

La  maniere  dont  Ie  virns  se  compcrte  a  I'égard  des  txssus  en  voie  de  croissance 
rappelle  les  phénomènes  analogues  dans  la  cécidiogénèse :  en  eset.  les  substances 
cécidiogènes  n"affectent  que  les  cel!  ui  es  en  voie  de  développement.  Mais  ces  demières 
substances  se  comportent  au  point  de  vue  de  leur  déplacement  d'une  tour  anrre  maniere: 
eUes  doivent  pour  agir  être  introdttites  dans  les  tiisns  mcristérnaugtte.  et  ne  circclent 
que  dans  ces  tissus:  jamais  elles  ne  se  déplacenr.  ccnTie  Ie  virus,  ie  parries  adultcs 
atLs  méristèmes  éloignés. 

Le  mode  de  nmltiplication  du  virus  rappelle  a  beaucc'op  de  points  de  vue  celui  des 
amyloolastes  et  des  cliromoplastes,  qui  ne  croissent  également  qu'avec  Ie  protoplasme 
cellulaire,maismènentcependantnne  existence  indépendante  et  fonctionnent  isolement. 

3-  Ciradation  du  virus  dans  la  plante.    Divers  modes  tTinfeciion, 
infection  locale  ei  générale. 

Dans  rinf  ection  artificielle  Ie  virus  pent  se  déplacer  avec  Ie  courant  aqueux  dans  les 
faisceaux  fibro-vasculaires.  Te  ne  crois  pas  cependant  que  Ie  xylème  constitue  Ie  canal 
normal  dans  Ia  plante  non  blessee.  Si  en  effet  on  inocule  de  jeunes  feuilles,  au  moment 
oü  elles  aUoagent  leurs  ceUuIes,  ou  plus  tard,  a  I'état  adulte.  ces  feuilles,  comme  neus 
Tavons  vu,  demeurent  complèieinent  ncrmales.  tandis  que  Ie  virus  retoume  a  Ia  nge 
pour  aller  infecter  des  néo-formations  situées  a  un  niveau  supérieur.  Or  U  me  parare 
qu'tm  pareil  mouvement  n'est  possible  qu'en  empruntant  Ia  voie  de  ce  qu'on  nocrme  la 
sève  descendante,  c'est-a-dire  Ie  liber.  L'extstence  d"un  courant  qui  dans  les  con- 
ditions  normales  parcourrait  les  feuilles  en  suivant  Ie  bois  ou  le  parenchvme,  tont  en 
se  dirigeant  vers  la  tige,  n'est  pas  tres  probable:  on  pourrait  cependant  Tadmettre 
dans  le  xylème  si  la  transpiration  est  forte. 

Si  Ie  virus  se  meut  réeüement  dans  le  Ifoer,  Ie  sens  du  mouvement  doit  pouvoir 
être  tout  aussi  bien  ascendant  que  descendant,  et  être  soumis  aux  lois  qui  régissent 
Ia  direction  du  mouvement  des  matières  nutritives  ordinaires.  soit.  lors  qp  aepot 
comme  matériaux  de  réserve  »vers  le  bas<.  soit  lors  de  Ia  nutrition  des  néo-iormations 
>vers  le  haut*.  Le  courant  doit  donc,  selon  les  circonstances.  être  dirige  tantot  vers 
le  sommet  tantót  vers  la  base  de  Torgane.  Les  p'tiénomèaes  d'iniection  sout  par- 
faitement  d'accord  avec  cette  idee. 

Le  lent  déplacement  du  virus  Ie  leng  du  liber  se  traduit.  i  ce  qu'il  me  semble, 
d'une  maniere  assez  curieuse  dans  Ia  düpositi-rn  relative  des  feuilles  artaquces  après 
tme  infection  locale  de  la  tige.  Souvent  i  peut-être  tiTujours"!  Ia  feuille  on  sont  apparus 
les  premiers  svmptcmes  est  situee  immcdiatement  au-dessus  de  Ia  blessure  résultant  de 
I'inoculation.  Dans  le  cas  oü  le  lieu  de  l'infection  est  étroitement  drconscnt,  par 
exemple  une  simple  piqüre  peu  profcnde  au  moyen  d'une  seringue  de  Pra^-az,  Ia 
deuxième  feuiHe  ariaquee  peut  être  exactement.  la  p'nyUotaxie  étant  *>,  la  nenvieme 
au-dessus  de  celle  anectce  en  premier  lieu.  En  ce  moment,  peut-être  aussi  plus  tot,  il 
y  a  une  propagation.  que  Ton  pourrait  dire  en  eventail.  du  vims.  grace  i  laquelle  les 
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séries  foliaires  voisines,  et  finalement  toutes  les  feuilles  sur  Ie  pourtour  de  la  tige, 
sont  attaqiu'es.  Il  est  curieux  que  Ie  point  vcgétatif  absorbe  plus  difficilement  Ie  virus 
que  ses  nco-formations;  pour  niieux  dire  il  peut  s'en  débarrasser;  en  effet,  il  est  établi 
que  dans  certaines  conditions  il  peut  s'y  former  plus  tard  des  organes  sains. 

Ce  qui  me  porte  a  croire  que  Ie  virus  peut  aussi  se  propager  Ie  long  des  faisceaux 
ligneux  et  atteindre  par  cette  voie  les  feuilles  embryonnaires,  c'est  que  beaucoup  de 
mes  plantes  ont  donné  des  feuilles  extrêmement  déformées  a  leur  sommet,  et  dès  Ie 
moment  oü  elles  se  dógageaient  du  bourgeon,  tandis  qu*a  cette  époque  les  phénomènes 
généraux  de  la  maladie  ne  s'observaient  pas  encore  dans  la  portion  inférieure  des 
mcmes  limbes.  C'est  comme  si  une  grande  quantité  de  virus  s'était  répandue  instan- 
tancment  dans  la  portion  apicale  de  la  néo-formation  embryonnaire ;  or  ceci  ne  parait 
possible  que  grace  au  courant  d'évaporation,  Ie  long  des  faisceaux  ligneux.  Des 
feuilles  pareilles  présentent  plus  tard  les  phénomènes  ordinaires  de  la  maladie,  mais 
alors  on  sera  plus  tenté  de  considérer  Ie  courant  des  matières  plastiques  comme  char- 
riant  Ie  virus. 

Le  virus  est  susceptible  d'ètre  emporté  très-loin,  en  franchissant  de  longues  di- 
stances  dans  les  tiges  et  les  racines.  Cela  se  démontre  par  des  expériences  d'infection 
au  moyen  de  la  terre  des  pots  oü  ont  été  cultivés  des  plants  de  tabac.  Pour  me  rap- 
procher  autant  que  possible  des  conditions  naturelles,  j'ai  disposé  les  expériences 
d'une  maniere  tres  simple,  décrite  aux  §  6  et  7.  Il  suffira  de  mentionner  ici  que  des 
plantes  déja  hautes  de  deux  décimètres  et  davantage,  et  dont  les  feuilles  inférieures 
avaient  déja  péri  depuis  longtemps,  furent  facilement  infectées  par  la  racine,  au 
moyen  de  terre  renfermant  le  virus  sec,  et  purent  donc  être  ainsi  rendues  malades.  De 
niéme  que  dans  l'infection  par  piqüre,  toutes  les  parties  adultes,  même  celles  qui  sont 
encore  en  voie  d'élongation,  restent  saines ;  seules  les  feuilles  nouvelles  formées  aux 
dépens  des  bourgeons  terminaux  et  axillaires  présentent  les  symptómes  de  la  maladie. 

Le  déplacement  est  lent  dans  ces  conditions,  et  les  symptómes  se  laissent  parfois 
attendre  au  moins  trois  semaines  a  un  mois  a  partir  de  l'inoculation.  Mais  eet  inter- 
valle  dépend  du  développement  de  la  plante,  de  telle  sorte  que  des  plantules  réceniment 
germées,  dont  on  blesse  les  racines,  montrent  plus  vite  les  attaques  de  la  maladie.  Mes 
expériences  sur  les  plantules  non  blessées  ne  sont  pas  encore  terminées,  de  sorte  que 
je  ne  saurais  encore  indiquer  par  quelle  voie  le  virus  pénètre  dans  la  plante  complète- 
ment  normale.  Il  est  clair  que  cette  question  n'est  pas  sans  importance  au  point  de 
vue  pratique,  bien  que  les  plants  de  tabac  soient  repiqués  après  la  germination,  ce  qui 
prnduit  infaillibloment  un  grand  nombre  de  blessures  par  l'arrachement  des  fibres 
radicellaires,  autant  de  portes  ouvertes  au  virus. 

Pour  se  convaincre  en  tres  peu  de  temps  de  la  virulence  du  contagium,  on  ne 
peut  micux  faire  que  de  blesser  la  jeune  tige  aussi  prés  que  possible  du  bourgeon  ter- 
minal, sans  endommager  celui-ci,  au  moyen  d'un  petit  scalpel,  et  d'introduire  dans 
la  blessure  un  fragment  de  tissu  contaminé  frais.  Les  feuilles  développées  a  partir 
de  ce  moment  présentent  nettcment  au  bout  de  dix  a  douze  jours  les  premiers  symp- 
tómes de  la  maladie,  et  au  bout  de  trois  semaines  la  niellc  est  évidente,  même  pour  un 
oeil  inexercé  *). 


')   J'ai  pu  récemnient,  en  inociilant  des  portions  encore  bion  plus  jeunes  des  bour- 
geons, réduirc  a  trois  jours  rintcrvallc  entre  l'inoculation  et  l'apparition  de  la  maladie. 
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Ce  qui  est  remarquable,  c'est  la  différence  entre  les  plantes  intectées  par  Ie  sol  et 
celles  oii  Ie  virus  a  pénétré  par  des  blessures  de  la  tige.  Tandis  que  les  premières 
présentent  Ie  tableau  d'une  infection  générale  dès  Ie  moment  que  les  symptómes  ap- 
paraissent,  c'est-a-dire  que  les  feuilles  attaquées  sont  places  sur  tout  Ie  pourtour  de  la 
tige,  chez  les  dernières  l'infection  reste  d'abord  localissée  sur  une  orthostique  foliaire, 
et  n'envahit  que  plus  tard  les  séries  voisines. 

4.  Le  virus  se  laisse  sécher  sans  perdre  ses  proprlétés  infeclieuses. 

Des  fragments  de  feuilles  malades  desséchées,  introduites  dans  des  plantes  saines, 
étaint  encore  capables  de  l'infecter  méme  après  avoir  été  conservées  pendant  deux 
ans  dans  mon  herbier.  De  méme  des  fragments  de  papier  a  filtrer,  imbibés  du  suc 
exprimé  de  plantes  contaminées,  et  prudemment  séchés  a  40"  C.  Des  parcelles  des 
feuilles  suft'isent  a  Tinoculation,  et  celle-ci  peut  donc  s'opérer  au  moven  de  quantités 
i  peine  appréciables  du  virus.  Cependant  la  virulence  des  matériaux  séchés  est  tou- 
jours  inférieure  a  celle  des  matériaux  frais,  ce  que  j'attribue  a  ce  que  le  virus  est 
détruit  partiellement  lors  de  la  dessiccation.  Je  ne  crois  pas  qu'il  se  transforme  en 
une  modification  moins  active,  car  j'obtins  avec  peu  de  virus  frais  des  phénomènes  -tn 
apparence  identiques  a  ceux  provoqués  par  beaucoup  de  virus  sec.  Aussi  me  parait-il 
encore  douteux  si  l'on  peut  bien  appliquer  ici  le  mot  »virulence«.  J'introduisis  le  virus 
sec  dans  les  tiges  et  les  nervures  médianes  des  jeunes  feuilles,  ce  qui  me  conduisit  aux 
résultats  ordinaires. 

Je  ferai  encore  remarquer  que  le  précipité,  formé  par  l'alcool  dans  le  suc  ex- 
primé, conserve  sa  virulence  après  dessiccation  a  40°  C.  Mais  l'alcool  concentré  est 
également  inoffensif  pour  les  spores  de  plusieurs  espèces  de  bactéries. 

5.  Le  virus  peut  passer  l'lüver  dans  le  sol,  hors  de  la  plante 
et  a  l'état  sec. 

En  l'automnie  de  1897,  je  laissai  périr  par  dessiccation  une  plante  contaminée, 
placée  sous  un  hangar  dans  un  grand  pot  a  fleurs.  La  plante  fut  arrachée,  la  terre 
adhérant  aux  racines,  en  secouant  celles-ci,  réintroduite  dans  le  pot.  et  celui-ci  avec 
son  contenu  conserve  a  sec.  Le  printemps  suivant,  je  distribuai  cette  terre  sur  quatre 
pots  partiellement  remplis  de  terre  fraiche.  L'un  de  ces  pots  était  plus  grand  que  les 
autres  et  recut  trois  plantes:  dans  chacun  des  trois  pots  plus  petits  fut  placée  respec- 
tivement  une  seule  plante ;  toutes  avaient  plusieurs  feuilles,  dont  les  inférieures  étaient 
déja  mortes.  Toutes  ces  plantes  étaient  incontestablement  tout  a  fait  saines.  Au  bout 
de  quatre  semaines  environ  elles  étaint  dans  l'état  suivant.  Des  trois  individus 
dans  le  grand  pot,  un  était  attaque,  les  deux  autres  étaient  sains  et  le 
restèrent  jusqu'a  la  fin  de  l'expérience.  Les  individus  dans  les  trois  petits 
pots  ont  tous  pris  la  contagion.  L'un  d'eux  se  développa  mal  dès  l'abord,  présenta 
les  symptómes  de  la  nielle  a  un  degré  tres  violent,  et  ne  tarda  pas  a  développer  les 
feuilles  monstrueuses  particulières,  si  caractéristiques  pour  l'infection  artificielle  par 
blessure,  dont  les  effets  sont  plus  prononcés.  La  plante  a  déveioppé  aussi  quelques 
feuilles  tout  a  fait  chlorotiques.  Comme  d'ailleurs  les  autres  phénomènes  typiques  de 
la  maladie  étaient  tres  prononcés  chez  cette  plante,  il  est  certain  que  le  principe  con- 
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tagieux  peut  conserver  son  entière  virulence  dans  Ie  sol  sec,  et  après  un  hiver  entier. 
Les  autrcs  plantes  montrèrent  Ie  cours  régulier  de  la  maladie.  Comme  dans  Ie  cas  de 
quelques-uiR-s  d'entre  elles  j'avais  agitc  la  terre  dans  les  pots  au  moven  d'un  morceau 
de  bois,  je  soupqonne  que  la  plante  monstrueuse  avait  été  fortement  endommagée  aux 
racines,  ce  qui  avait  ouvert  des  voies  d'accès  nombreuses  au  virus. 

6.  Autres  expériences  d'infcction  par  les  racines. 

Le  6  juillet  1898,  une  série  de  plantes  saines,  cultivées  en  pot  et  avant  atteint 
plusieurs  décimètres  de  haut,  furent  infectées  de  la  maniere  suivante.  Un  individu 
fortement  attaque  fut  extrait  du  sol  avec  la  motte  de  terre  adhérente,  puis  la  terre  re- 
cueillie  en  secouant  et  répartie  par  petites  portions  sur  la  terre  des  individus  en  pots, 
tout  prés  de  la  tige  principale.  J'arrosai  alors  au  moyen  de  l'eau  de  la  canalisation,  et 
enfonqai  la  terre  infectante,  tout  en  évitant  de  blesser  les  racines.  Au  bout  d'environ 
quatre  semaines  toutes  les  plantes  en  expérience  présentèrent  les  symptómes  de  l'in- 
fection  générale  dans  les  feuilles  nouvellement  dépliées.  Vers  cette  époque,  je  fus  sur- 
pris  de  voir  commencer  une  période  d'amélioration,  si  bien  que  vers  la  fin  d'aoüt  je 
considérais  les  plantes  comme  saines.  Plus  tard  cependant  les  feuilles  sont  redevenues 
malades,  quoique  sous  une  forme  assez  bénigne. 

Je  crois  devoir  conclure  de  ces  expériences,  que  les  racines  normales  sont  capables 
d'absorber  a  travers  leur  épiderme  clos  le  virus  présent  dans  le  sol.  J'admets  cepen- 
dant que  cette  conclusion  n'est  pas  inévitable,  car  peut-être  des  animaux  vivant  sous 
la  surface  du  sol  ont-ils,  en  blessant  les  racines,  rendu  possible  ou  favorisé  la  péné- 
tration  du  virus.  Seules  des  expériences  avec  des  plantes  cultivées  en  solutions  nutri- 
tives  pourront-elles,  a  mon  avis,  trancher  définitivement  cette  question. 

7.  Le  virus  est  paralysé  a  la  tcmpéralure  d'éhuUiiion. 
Action  de  la  formaline. 

J'ai  longtemps  songé  a  la  possibilité  qu'il  y  aurait  en  jeu,  dans  Tinfection,  un 
anaérobie  quelconque.  Ce  fut  surtout  après  que  j'eus  appris  a  connaitre  les  propriétés 
d'un  groupe  de  ces  organismes,  répandu  dans  l'engrais  et  les  matières  fécales,  et  que 
je  nomme  »bactéries  du  scatol«  que  je  crus  avoir  des  raisons  pour  une  pareille  hypo- 
these. I-a  microaéorophilie  est  chez  ces  formes  de  telle  nature  que  l'on  est  forcé  de 
conclure  a  une  consommation  d'oxygène  relativement  forte.  De  plus,  beaucoup  le 
variétés  ont  des  spores  si  exceptionnellement  petites,  soit  sphériques  soit  ellipsoïdales, 
que  l'on  ne  saurait  complètement  nier  la  possibilité  de  leur  passage  a  travers  les  pores 
des  bougies.  C'est  pourquoi  j'ai  fait  un  certain  nombre  d'expériences  au  moyen  de 
.sucs  bouillis,  fraichement  exprimés  ou  filtrés  sur  bougie. 

Ces  expériences  ont  conduit  a  un  résultat  absolument  négatif  pour  la  présence  de 
spores  bactériennes.  1,'ébullition  détruit  complètement  le  virus.  Même  90"  C.  ne  sont 
pas  supportés,  la  caléfaction  a  ce  degré  pendant  une  courte  durée  suffit  déja  a  le 
paralyser.  Je  n'ai  pas  d'ailleurs  jusqu'ici  déterminé  le  mininumi  de  température,  mais 
je  ne  doute  pas  qu'il  ne  peut  être  question  ici  que  de  simples  températures  de  pasteuri- 
sation.  En  réalité,  ces  résultats  suffisent  déja  indépendamment  de  ce  qui  précède  a 
écarter  une  fois  pour  toutes  l'idée  d'organismcs  anaérobies  et  de  leurs  spores. 
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C'est  peut  étre  ici  Ie  moment  de  dire  un  mot  de  la  stcrilisation  des  instruments 
servant  aux  expériences,  surtout  de  la  seringue  de  Pravaz.  La  modification  apportée 
par  M.  Koch  a  eet  instrument  est  sans  Ie  moindre  doute  favorable  a  la  stérilisation, 
seulement  la  poire  de  caoutchouc  ne  permet  pas  d'injecter  les  liquides  sous  une  pres- 
sion  aussi  forte  qu'avec  la  forme  priniitive.  J'ai  donc  essayé  de  stériliser  cette  der- 
nière,  qui  ne  supporte  pas  bien  l'application  de  la  chaleur,  au  moyen  de  formaline. 
Mais  ceci  ne  réussit  qu'incomplètenient,  et  seulement  a  condition  de  faire  usage  de 
grandes  quantités  du  stérilisant.  Des  Solutions  faibles  de  formaline,  mélangées  au 
virus,  ne  détruisent  pas  celui-ci.  Cependant  Ie  temps  d'incubation  est  modifié,  si  bien 
que  la  maladie  peut  ne  devenir  manifeste  que  six  semaines  ou  davantage  après  rinocu- 
lation.  Dans  tous  les  cas  on  doit  être  certain  avant  de  se  servir  de  la  seringue  que  les 
dernières  traces  de  formaline  sont  complètement  évaporées ;  car  j'ai  remarqué  que  la 
formaline  est  tres  vénuneuse  pour  les  cellules  du  tabac,  encore  beaucoup  plus  que  pour  Ie 
virus  lui-même.  Je  reviendrai  encore  la-dessus  au  §  9.  Ici  je  relèverai  simplement  que 
la  formaline,  quand  elle  pénètre  dans  les  vaisseaux  du  végétal,  est  transportée  avec 
une  rapidité  remarquable  dans  les  nervures  foliaires,  dont  les  cellules  vivantes  meurent 
bientót.  L'injection  prudente  de  formaline  dans  Ie  pétiole,  de  maniere  que  les  fais- 
ceaux  ligneux  ne  soient  pas  mécaniquement  endommagés,  permet  de  détruire  tous  les 
tissus  vivants  pétiolaires,  sans  entraver  en  rien  Ie  courant  de  sève;  de  telle  sorte  que 
la  feuille  reste  fraiche  et  peut  continuer  sa  croissance. 

8.  Diverses  manifestations  de  la  maladie.    Productioii  de  feuilles 
monstrueuses  par  de  grandes  quantités  de  virus. 

A  mon  avis,  la  nielle  des  feuilles  de  tabac  est,  dans  sa  forme  bénigne,  une  maladie 
des  grains  de  chlorophylle;  dans  ses  formes  plus  intenses  c'est  une  affection  générale 
du  protoplasme  vivant  ').  Voici  Ie  cours  de  la  forme  bénigne.  Quand  on  inocule  Ie 
virus  en  blessant  les  tiges  au-dessous  du  bourgeon  terminal,  les  feuilles  qui  se  déve- 
Irppent  dans  Ie  courant  des  dix  premiers  jours  restent  saines.  Les  jeunes  feuilles  qui 
.se  développent  plus  tard  présentent  sur  toute  leur  surface  un  aspect  bariolé,  sont  par- 
semées  de  taches  jaunatres,  ce  qui  en  soi  n'est  nullement  caractéristique  et  se  rencontre 
aussi  fréquemment  chez  les  feuilles  saines.  Au  bout  de  quinze  jours  a  trois  semaines, 
on  voit  se  dessiner  un  phénomène  tres  remarquable  (PI.  VL  fig-  i)-  Dans  Ie  voisi- 
nage  des  nervures  secondaires  de  2<ï  ou  de  3«  ordre,  la  couleur  verte  se  fonce  beau- 
coup, suivant  des  champs  rectangulaires,  que  les  nervures  partagent  par  Ie  milieu.  Dans 
Ie  reste  de  la  feuille,  Ie  verdissement  procédé  avec  un  peu  plus  de  lenteur  que  dans  !e.s 
circonstances  normales ;  rarement  la  teinte  verte  disparait  la  jusqu'au  complet  al- 
binisme.  Dans  tous  les  cas  il  apparait  des  taches  vert  foncé  sur  fond  vert  pale.  La 
limite  entre  les  deux  teintes  est  tantót  tres  nette,  tantót  peu  accusée,  les  teintes  pas- 
sant graduellement  l'une  a  l'autre.  Comme  les  portions  foncées  croissent  plus  vite  que 
les  portions  pales,  les  premières  ne  tardent  pas  a  faire  une  saillie  plus  ou  moins  pro- 
noncée  sur  la  surface  foliaire.  Dans  les  cas  aigus  la  face  supérieure  des  feuilles  pré- 
sente donc  des  espèces  de  cloches  fortement  bombées.    Plus  tard   (PI.  VL  fig-  2)   on 


•)   Je  dois  provisoirement  passer  sous  silence  les  faits  aiiatomitiues,  attcndu  qu'ils 
ne  me  sont  pas  encore  fort  clairs. 

M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;   Derde  Deel. 
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voil  Ie  long  du  bord,  ou  même  au  centre  des  taches  foncées,  débuter  une  nécrobiose 
des  cellules,  d'oü  résulte  bientót  la  production  des  petites  taches  brun  clair,  mortes 
et  sèches,  que  craignent  tant  les  cultivateurs  de  tabac,  parce  que  la  feuille  devient  par 
la  impropre  a  servir  de  couverture  pour  les  cigares.  Bien  que  la  plupart  des  endroits 
morts  prennent  naissance  de  la  maniere  ci-dessus  décrite  a  cóté  des  champs  vert  foncé 
ou  dans  ceux-ci,  l'origine  d'un  grand  nombre  d'autres  taches  demeure  incertaine;  il 
semble  clair  qu'elles  peuvent  se  développer  aussi  aux  dépens  des  taches  jaunes.  Dans 
les  champs  de  tabac,  les  phénomènes  ne  sont  pas  Ie  plus  souvent  aussi  prononcés  que 
dans  l'infection  artificielle;  les  ampoules  formées  par  les  parties  vert  sombre  notam- 
ment  font  entièrement  défaut.  En  revanche,  la  mort  et  Ie  desséchement  des  taches  ne 
se  produisirent  pas  chez  beaucoup  des  plantes  cultivées  dans  ma  serre. 

Quand  on  injecte  du  suc  exprimé  frais,  ou  qu'on  inocule  des  fragments  de  tissu 
malade,  les  symptómes  peuvent  ofïrir  un  degré  d'intensité  encore  plus  élevé,  que  je 
n'ai  pas  encore  pu  observer  dans  les  circonstances  naturelles^).  C'est  un  développe- 
ment  anorma!  des  feuilles  nouvelles  (PI.  V  b,  c,  d,  PI.  VI,  figs.  4  et  5).  Ce  phénomène 
est  incontestablement  en  rapport  avec  la  quantité  de  substance  avant  servi  a  l'infec- 
tion. On  peut  ainsi  provoquer  bien  plus  facilement  des  feuilles  monstrueuses  avec  Ie 
suc  exprimé  frais  qu'avec  Ie  suc  filtré  sur  bougie,  attendu  qu'il  faut  injecter  une  plus 
grande  quantité  de  celui-ci  pour  produire  de  même  effet,  circonstance  a  coup  sur 
remarquable  pour  un  virus  qui  se  multiplie  par  croissance. 

Ce  qui  frappe  tout  d'abord  dans  les  feuilles  monstrueuses,  c'est  l'arrêt  de  l'accrois- 
sement  dans  Ie  sens  de  la  nervure  médiane  et  des  principales  nervures  latérales.  Cela 
donne  lieu  a  des  limbes  ovales  ou  circulaires.  Plus  tard,  on  observe  les  taches  vert 
intense,  qui  se  bombent  en  forme  d'ampoule,  et  contrastent  singulièrement  avec  les 
autres  parties  du  limbe:  ces  dernières  restent  plus  pales  et  ont  même,  surtout  Ie  long 
des  nervures,  une  tendance  a  l'albinisme.  Une  fois  je  vis  se  former,  ou  lieu  de  la  mon- 
struosité  ci-dessus  décrite,  une  petite  ascidie  bien  développée.  De  pareilles  feuilles 
complètement  méconnaissables  restent  toujours  beaucoup  plus  petites  que  les  feuilles 
malades  qui  se  forment  plus  tard ;  elles  sont  d'ailleurs  toujours  absolument  saines  et 
fiaiches,  ce  qui  explique  que  les  symptómes  de  la  maladie  ne  deviennent  jamais  fatals 
a  la  plante.  Même  des  individus  fortement  attaques  forment  des  tiges  de  hauteur  et 
d'épaisseur  normales,  et  finalement,  vers  la  fin  de  la  période  de  végétation,  souvent 
des  feuilles  complètement  saines;  ils  fleurissent  et  fructifient  normalement,  et,  autant 
qu'on  est  renseigné  a  eet  égard,  les  graines  en  sont  toujours  normales.  Réussira-t-on  a 
infecter  artificiellement  des  fleurs  et  des  graines?  C'est  ce  que  je  ne  sais  pas  encore, 
attendu  que  j'ai  commencé  trop  tard  les  expériences  a  ce  sujet. 

Chez  les  plantes  cultivées  en  pleine  terre,  les  phénomènes  different  tellement  en 
intensité,  que  l'on  songe  involontairement  a  l'existence  de  prédispositions  indivi- 
duelles.  Si  cette  impression  ne  trompe  pas,  et  si  réellement  il  s'agit  d'autre  chose  que 
d'une  différence  dans  les  quantités  initiales  du  virus,  ce  sera  probablemcnt  chose  facile 
d'engendrer  une  race  douée  d'immunité,  l'infection  artificielle  devant  naturellement 
servir  de  criterium.  La  facilité  de  pareilles  expériences  d'infection  permet  d'attendre 
un  succes. 


')  Probablemcnt  parce  que  des  plantes  fortement  attaquécs  sont  remarquées  de 
bonne  heure  et  arrachécs.  Aux  Indcs  Nécrlandaises  cc  sont  surtout  ces  feuilles  dé- 
formées  que  l'on  craint  dans  les  cultures. 
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g.  Albinisme  uu  [tanachure  résultant  accidentellement  d'une 
infection  artificielle. 

Beaucoup  de  mes  individus  d'expérience  Diit  inontrc  sur  leurs  feuilles  des  taches 
oü  la  chlorophylle  manquait  complètement.  Dans  certains  cas  isolcs,  ces  taches  étaiiit 
rcpandues  par  centaines  sur  Ie  limbe,  et  distrilnu-es  d'uii  maniere  si  i-li'-gante,  qu'il  en 
rcsultait  des  plantes  a  feuilles  panachées  réellement  décoratives  (PI.  \'I,  fig.  3).  Jus- 
qu'ici  cependant  les  conditions  des  phénomènes  m'échappent ;  je  ne  sais  s'il  sera 
possible  d'aborder  expérimentalement  la  question  avec  un  résultat  quelque  peu  con- 
stant. Je  citerai  ici  un  ou  deux  cas  oü  il  semble  que  l'on  puisse  entrevoir  une  relation 
de  cause  a  effet. 

Albinisme  a  la  suite  d'une  inoculation  mixte:  une  bacterie  et  Ie  fiVi(.t.  Le  suc  ex- 
primé  des  feuilles  malades,  après  avoir  sOjourné  vingt-quatre  heures  n  la  température 
ordinaire,  servit  a  ensemencer,  pour  isoler  les  bactéries  qui  s'y  étaient  dcveloppées, 
un  milieu  de  culture  de  la  composition  suivante:  décoction  de  20  gr.  de  feuilles  de 
trèfle  dans  100  gr.  d'eau,  additionnée  de  2  gr.  de  sucre  de  canne,  de  10%  de  gelatine, 
filtrée  et  bouillie. 

Il  s'3'  développa  surtout  deux  espèces  de  bactéries  dont  l'une,  faiblement  ou  non 
liquéfiante,  non  douée  de  pouvoir  de  fermentation,  a  laquelle  j'ai  donné  le  nom  de  B. 
anglomerans  ^) ,  est  extrêmement  commune  a  la  surface  des  plantes.  Elle  se  rencon- 
trait  par  millions  dans  chaque  centimètre  cubes  de  suc.  Lors  du  premier  ensemence- 
ment  j'avais  simplement  verse  le  suc  exprinié  sur  la  plaque  de  gelatine,  de  telle  sorte 
que  chaque  colonie  bactérienne,  a  ce  qu'on  peut  admettre,  était  infectée  du  virus.  Je 
transportai  alors,  sans  isolation  ultérieure,  ces  colonies  sur  le  milieu  dont  la  compo- 
sition est  donnée  ci-dessus,  renferme  dans  des  éprouvettes.  Une  tracé  virus  pouvait 
donc  avoir  été  transportée  en  mème  temps,  mais  en  quantité  extrêmement  faible  si 
dans  les  colonies  bactériennes  mêmes  le  virus  ne  se  multipliait  pas.  Comme  la  bacterie 
se  développe  rapidement  il  se  forma  en  peu  de  temps  une  grande  quantité  de  substance, 
que  je  suspendis  dans  l'eau  de  la  canalisation,  et  au  moven  de  laquelle  j'infectai  le 
30  septembre  un  plant  de  tabac,  injectant  une  forte  quantité  de  matière.  Je  croyais  au 
début  que  le  plant  resterait  complètement  sain;  cependant  le  15  octobre  j'observai  les 
premiers  symptómes,  qui  toutefois  ne  se  développèrent  pas  davantage ;  il  en  résulta 
une  plante  panachée  magnifique. 

La  deuxième  forme  bactérienne,  traitée  absolument  de  la  même  maniere  que  la 
précédente,  demeura  complètement  sans  effet  quand  je  m'en  servis  pour  une  ino- 
culation. 

Comme  j'ai  conservé  les  cultures,  je  pourrai  répéter  l'expérience.  La  question 
qui  me  semble  le  plus  importante,  c'est  de  savoir  si  le  virus  ne  se  trouve  que  comme 
simple  impureté  dans  les  colonies,  ou  bien  s'il  s'y  est  multiplié,  soit  entre  les  bactéries 
soit  dans  le  corps  de  celles-ci.  Dans  ce  dernier  cas  on  pourrait  se  demander  s'il  y  a  eu 
peut-être  modification  des  propriétés  du  virus. 

Albinisme  par  inoculation  d'un  virus  mélange  de  formaline.  L'observation  que  je 
vais  mentionner  a  été  complètement  fortuite.  Ayant  nettoyé  ma  seringue  de  Pravaz 
avant  de  m'en  servir,  avec  de  la  formaline,  il  en  rasta  un  jour  une  certaine  quantité 


')   Botan.  Zcit.   1888,  p.  740. 
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dans  Ie  canal  de  l'aiguille.  Le  liquide  pcnétra  avec  Ie  virus  dans  la  plante  en  expé- 
rience,  ce  que  je  reconnus  immédiatement  a  la  mort  des  cellules  avoisinant  la  blessure. 
Plus  tard,  la  plante  iie  moiitra  qu'indistinctement  les  symptómes  de  l'affection :  mais 
plusieurs  feuilles  se  panachèrent  dans  la  suite  '). 

Alhinisme  a  la  suite  d'une  infection  provenant  du  sol.  Quelques  plants  contaminés 
tres  tard  dans  la  saison,  en  serre,  par  infection  de  la  terre  des  pots  oü  elles  croissaient, 
au  moven  de  terre  chargée  de  virus,  méritaient  plutöt  d'être  appelées  panachées 
qu'atteintes  de  la  mosaïque.  Les  taches  vert  foncé  le  long  des  nervures  étaint  a  peine 
visibles,  tandis  que  la  dc-coloration  s'etait  fait  sentir  dans  le  reste  du  parenchyme 
d'une  maniere  particulièrement  rapide  et  intense.  Cependant  les  taches  des  feuilles 
panachées  ne  sont  devenues  blanches  qu'en  partie,  la  majorité  restant  jaunatre.  Chez 
une  de  ces  plantes  les  feuilles  inférieures  sont  restées  tres  petites,  et  ont  affecté  la 
forme  anormale  décrite  antérieurement. 

Des  trois  cas  de  panachure  que  j'ai  décrits  dans  ce  §,  les  deux  premiers  semblent 
avoir  ceci  d'analogue,  que  le  virus  pénétra  dans  la  plante  a  un  état  de  forte  dilution.  Je 
ne  crois  pas  cependant  que  la  dilution  soit  ici  un  facteur  essentiel,  car  Ie  troisième  cas 
semblait  plutót  faire  songer  a  l'action  d'une  quantité  particulièrement  grande  de  virus. 
Mais  quoiqu'il  en  soit,  je  crois  fort  probable,  sinon  démontré,  qu'il  y  a  un  rapport 
quelconque  entre  le  virus  de  la  maladie  et  la  panachure.  La  vieille  question  si  la  pana- 
chure a  toujours  la  même  origine  est  donc  de  nouveau,  par  les  observations  ci-dessus 
rapportées,  remise  a  l'ordre  du  jour. 

10.  Autres  maladies  iiifcctieuses  des  plantes,  provoquées  par  un  principe  cnntagien.v 

Huide,  et  non  par  des  parasites. 

S'il  est  vrai  que  les  phénomènes  de  la  nielle  ont  tellement  d'analogie  avec  cer- 
taines  formes  de  l'albinisme  ou  de  la  panachure  que  les  deux  classes  de  maladies  peu- 
vent  être  sans  hcsiter  rangces  dans  les  maladies  chlurophylliennes,  il  y  a  cepedant,  a 
ce  que  m'ont  appris  jusqu'ici  mes  observations  et  l'étude  de  la  littérature,  une  dift'é- 
rence  essentielle  dans  le  mode  de  transport  du  virus  d'un  organisme  a  l'autre.  11 
faudra  donc  en  faire  deux  maladies  distinctes,  ayant  chacune  leur  virus  particulier. 
En  effet,  la  forme  d'albinisme  qui,  d'après  les  auteurs,  se  laisse  inoculer,  n'est  trans- 
plantée  sur  un  autre  individu  que  s'il  y  a  union  intime  entre  les  tissus  vivants,  albino- 
tiques  et  les  tissus  vivants  verts,  a  la  suite  d'une  greffe.  Au  contraire,  la  simple 
inoculation  de  la  plante  verte  avec  les  tissus  écrasés  ou  le  suc  exprimé  des  variétés 
albinotiques  de  la  même  espèce,  reste  sans  aucun  rcsultat,  a  ce  que  m'ont  appris  mes 
propres  recherches  souvent  répétces  sur  Ulmus  campestris,  Acer  Negimdo,  Pelar- 
gonium  zonale  et  Urtica  dioica  -).    Il  semblerait  donc  que  si  le  contagium  de  l'albi- 


')  J'ai  répété  cette  expéricnce,  mais  n'observai  que  les  symptönics  ordinaircs  de 
la  nielle,  quoique  tardifs.  Si  le  virus  reste  lonstemps  en  contact  avec  la  formaline, 
même  tres  diluée,  il  est  complètcment  détruit. 

•)  L'an  dernicr,  j'ai  fait  plusieurs  expériences  rclativcs  a  la  transmission  de  l'albi- 
nisme du  Pelargonium  zonale  sur  les  individus  verts  par  la  greffe,  mais  je  n'ai  pas  cu 
Ie  moindre  succes.  Quoique  j'aic  trop  de  confiancc  dans  ce  qu'ont  rapporté  les  auteurs 
peur  douter  de  la  possibilitc  de  cette  transmission,  je  dois  ajoutcr  que  déja  il  y  en  a 
d'autres  qui  ont  mis  en  doutc  le  caractère  contagieux  di-  Talbinisnie,  et  exprimé  l'opinion 
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nisme  est  en  réalité  capable  de  se  Jcplacer,  il  reste  en  relation  beaucoup  plus  intime 
avec  Ie  protoplasme  de  la  plante  que  Ie  contagium  de  la  nielle.  Il  ne  peut  probablement 
pas  exister  en  dehors  de  l'individu  comme  ce  dernier,  et  est  (K-truit  quand  les  cellules 
végétales  qui  Ie  renferment  ou  Ie  transportent  meurent  elles-mêmes.  Cependant  mes 
observations  précédentes  montrent  suffisamment  que  Ie  dernier  mot  a  ce  sujet  n'a  pas 
encore  été  dit.  Comme  la  question  de  la  contagiosité  de  l'alhinisme  est  tres  importante, 
tant  pour  la  theorie  du  développement  que  pour  celle  de  la  variabilité,  des  expériences 
nouvelles  sont  fort  a  désirer. 

Une  autre  maladie  qu'il  faut  certainement  ranger  ici,  c"est  cclle  connue  en 
Amcrique  sous  Ie  nom  de  »Peach  Vellows*').  Les  syniptómes  de  cette  maladie  consis- 
tent surtout  en  une  maturation  hative  des  fruits,  l'éclosion  des  bourgeons  dormants 
a  des  époques  extraordinaires  avec  formation  de  broussins,  souvent  étiolés,  et  Ie 
jaunissement  des  feuilles,  suivi  au  bout  de  quelques  années  de  la  mort  de  l'arbre  entier. 
Des  bactéries  ou  d'autres  parasites  ne  sont  pas  a  coup  sur,  suivant  M.  Smith,  Ie  cause 
de  cette  maladie.  Néaiimoins  il  fut  facile  de  communiquer  la  maladie  a  des  arbres 
sains,  rien  qu'en  greffant  dessus  un  bourgeon  d'un  arbre  malade.  Il  se  montra  a  cette 
occasion  qu'il  faut  pour  que  la  contagion  s'opère  que  Ie  bourgeon  se  fixe,  car  sans 
soudure  des  tissus  vivants  Ie  virus,  d'après  M.  Smith,  n'est  pas  capable  d'infecter  des 
arbres  sains.  M.  Smith  ne  manque  pas  de  faire  ressortir  l'analogie  qu'ofifre  ce  mode 
de  transport  avec  celui  de  l'albinisme  chez  Ahutilon  et  Jasminum. 

»Peach  Rosette«  est  d'après  M.  Smith  une  autre  maladie  non-parasitaire,  in- 
timement  alliée  au  »Peach  Yellows«,  facilement  transmissible  par  greffe  soit  par 
écusson  soit  par  bouture  sur  raciiie.  La  maladie  se  révèle  par  ce  que  tous  les  bour- 
geons, tant  dormants  qu'actifs,  donnent  de  petites  rosettes,  formées  de  quelques  grandes 
et  plusieurs  centaines  de  petites  feuilles.  Les  feuilles  ont  une  teinte  jaune,  mais  tombent 
bientót  desséchées  sur  Ie  sol.  Ici  encore  s'observe  la  particularité,  que  j'ai  également 
mentionnée  a  propos  de  la  nielle,  que  Ie  virus  ne  se  déplace  que  difficilement  dans  Ie 
sens  latéral,  mais  facilement  vers  Ie  haut.  LTn  arbre  peut  en  conséquence  devenir 
malade  a  l'endroit  oü  s'est  développée  la  rosette,  tandis  que  Ie  cöté  opposé  peut  encore 
rester  sain  des  années  durant  -). 

M.  Smith  pense  que  Ie  caractère  épidémique,  aussi  bien  du  »Yello\vs«  que  de  la 
»Rnsette«  nous  force  a  admettre  l'existence  d'un  autre  mode  de  contagion,  outre  celui 


que  les  individus  verts  devenus  panaches  après  greffe  d'individus  panaches,  Ic  scraicn 
devenus  également  bien  sans  cette  grefïe,  par  simple  variation  spontanée  des  bourgeons. 
lis  font  valoir  que  les  souches  employees  (Abutiloii,  Jasminum,  Pelargonium)  sont  des 
plantes  des  jardins,  dont  les  individus  verts  ont  une  forte  tendance  a  l'albinisme.  Pour- 
tant  de  pareilles  objections  ne  sont  pas  suffisamment  fondées  (voir  p.  ex.  Lindcmuth, 
Vegetative  Bastarderzeugung  durch  Impfung,  Landwirthsch.  Jahrb.  1878,  Heft  6,  et 
Vöchting,  Transplantation,  pp.  13,  22,  02  et   112.  Tübinnen   1892). 

')  Er  win  F.  Smith,  Peach  Yellows  and  Peach  Rosette,  U.  S.  Department  of 
Agriculture,  Farmers  Bulletin  N".  17.  Washington  1894.  —  Je  ne  connais  cette  courte 
mais  interessante  notice  que  par  Ie  tiré  a  part  que  l'auteur  a  eu  l'obligeancc  de  m'en- 
voyer.  A  ma  grande  surprise  je  n"en  ai  trouvé  nulle  mention  chez  les  auteurs  que 
j'avais  a  ma  disposi^ion. 

')  Cette  dernière  observation  semble  exclure  complètcment  la  possibilité  qu'il 
s'agisse  chez  Ie  »Peach  Rosette«  d'une  invasion  de  Phytoptus,  malgré  que  les  autres 
symptómes  de  la  maladie  y  fassent  songer. 
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par  soudure  des  tissus.  Il  ne  croit  pas  cependant  que  Ie  virus  puisse  provenir  du  sol, 
niais  il  fait  remarquer  qu'uii  arbre,  surtout  chez  la  »Ri)sette«,  peut  être  envahi  presque 
simultaiunient  dans  toutes  ses  parties,  ce  qui,  comme  nous  l'avons  vu  ci-dessus,  ne  peut 
guère  s'accorder  avec  une  infection  locale.  On  doit  songer  plutöt  a  une  infection 
generale,  comme  dans  la  nielle  du  tabac,  quand  les  plantes  sont  infectées  par  Ie  sol. 

Comme  M.  Smith  n'a  pas  fait  d'expcriences  avec  du  suc  artificiellement  injecté, 
il  reste  possible,  ou  mëme  probable,  que  ces  expcriences  pourraient  donner  un  rcsul- 
tat  positif.  S'il  en  ctait  réellement  ainsi,  Ie  virus  serait  capable  d'exister  aussi  en 
dehors  de  la  plante,  une  infection  provenant  du  sol  ne  serait  pas  exclue,  et  Ie  »Yel- 
lows«  et  la  »Rosette«  seraient  bien  plus  (.'troilement  alliées  a  la  nielle  que  la  descrip- 
lion  ci-dessus  ne  tend  a  faire  admettre. 

Je  crois  extrêmement  probable  que  bien  d'autres  maladies  des  plantes,  dont 
Torigine  est  inconnue,  mais  qui  ne  sont  pas  parasitaires,  devront  être  attribuées  a  un 
contagium  fluide.  Il  me  parait  dans  rintérêt  des  recherches  futures  dans  cette  direc- 
tion  de  distinguer  nettement  entre  les  deux  formes  sous  lesquelles,  a  ce  que  nous  savons 
jusqu'ici,  un  pareil  contagium  peut  se  renvontrer.  C'est  d'abord  celle  d'un  virus  ayant 
«ne  existence  propre,  bien  que  ne  pouvant  exister  que  temporairement  hors  de  Ia 
plante,  tel  que  celui  de  la  nielle  du  tabac,  —  en  second  lieu  comme  un  contagium  ex- 
clusivement  lié  aux  tissus  vivants,  comme  dans  la  ferme  de  l'albinisme  qui  se  laisse 
ciimmuniquer  par  grelTe,  mais  aussi  seulement  par  cette  voie. 

Postscript  u  m. 

Depuis  la  publication  du  precedent  mémoire,  M.  Ivtfanowsky  a  montré ')  que  la 
priorité  de  1'expérience  avec  Ie  liquide  filtrc  sur  porcelaine  lui  appartient,  et  non 
pas  a  moi.  Je  me  fais  un  plaisir  de  constater  l'exactitude  de  sa  remarque.  A  Tépoque 
oü  je  préparais  la  publication  de  mon  travail,  je  ne  connaissais  encore  ni  les  recher- 
•ches  de  M.  Iwanowsky  ")  ni  celles  de  M.  Poloftzoft'. 

Quant  a  la  prétendue  difïérence  entre  la  »mosaïque«  ou  »nielle«  et  la  maladie  des 
»taches  brunes«  (»Mosaikkrankheit«  et  »Pockenkrankheit«  comme  M.  Iwanowsky  les 
appelle),  voici  quelques  observations  que  je  désire  faire: 

Je  persiste  a  croire  en  contradiction  directe  avec  M.  Iwanowsky  que  les  taches 
hrunes  et  mortes  marquent  fréquemment,  sinon  toujours,  la  fin  de  la  mosaïque  ou 
nielle  et  je  ne  reconnais  pas  une  »maladie  des  taches  brunes«  particuliere  (»Pocken- 
krankheit«).  Je  puis  confirmer  que  IVvaporation  en  favorise  l'apparition,  de  mëme 
que  des  taches  de  cette  apparence  peuvent  ])rendre  naissance  independamment  de  la 
nielle.  Je  puis  établir  ceci  par  des  expériences  personnelles.  En  effet,  dès  l'époque 
oü  j'étais  encore  sous  l'impression  que  des  bactéries  ou  leurs  produits  de  sécrétion 
provoquaient  la  nielle,  je  me  mis  déja  a  injecter  les  plantes  au  moyen  de  toute  sorte  de 
combinaisons  chimiqucs.  L'idée  que  la  maladie  était  en  premier  lieu  une  afïection 
chlorophyllienne  m'amena  :i  expérimenler  avec  des  substances  qui  fixent  les  sels  de 
fer.     Te  m'aperqus  a  cette  occasion  que  Ie  ferrocyanure  de  potassium  est  particidière- 


')   Centralblatt  für  Bacteriologie,  2'  .Abtli..  Bd.  5,  p.  250,  .'\pril   1890. 

')  L'cxpérience  en  question  est  décrite  dans  les  Mélanges  hiologiques.  Tomc  13, 
p.  237,  l8i)4,  et  RiiUclin  de  l' Académie  impériale  des  sciences  de  St.  Pétersbourg.  T.  35, 
p.  67,   1894. 
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inent  propre  a  provoquer  la  formation  d'ilóts  bruns  de  tissu  mort,  semblables  a  ceux 
que  j'avais  si  souvent  observés  vers  la  fin  de  la  nielle;  seulement  ils  sont  plus  ctendus 
ordinairement.  Le  taiiniii  peut  avoir  Ie  nu-me  etïet,  mais  il  faut  mie  solution  tres 
concentrce,  p.  ex.  de  5%.  La  même  substance  provoque  en  outre  des  inalformations 
des  feuilles,  ressemblant  a  celles  de  la  nielle  en  ce  qu'on  observe  égaleinent  un  arrét 
du  développeinent  des  nervures.  On  sait  que  les  parties  blanches  des  feuilles  pana- 
chées  montrent  de  même  assez  fréquemment  une  mort  prématurée  des  tissus,  surtout 
quand  l'évaporation  est  active,  et  ce  serait  chose  facile  de  citer  encore  d'autres  exem- 
ples  de  pareils  phénomènes,  qui  a  mon  avis  ne  caractérisent  pas  du  tout  une  maladie 
végétale  spécifique.  Aussi  les  taches  mortes  ne  constituent-elles  certaineinenf  pas  le 
caractère  principal  de  la  nielle  et  peuvent-elles  complètement  faire  défaut.  Mais 
c'est,  comme  M.  Iwanowsky  le  signale  lui-même,  ce  que  j'ai  dit  déja  dans  mon  travail. 

Mon  expérience  avec  l'agar  ne  parait  pas  irréprochable  a  M.  Iwanowsky.  Comme 
il  ne  dit  pas  pourquoi,  je  ferai  moi-même  une  objection.  Plusieurs  microbes  pénètrent 
assez  profondément  dans  l'agar  et  peuvent  ouvrir  ainsi  la  voie  au  virus,  qui  pourrait 
atteindre  par  la  les  couches  profondes  sans  diffusion  proprement  dite.  Comme  je  pré- 
voyais  la  possibilité  d'un  cas  pareil,  j'expérimentai  de  maniere  a  exclurc  cette  source 
d'erreurs,  en  faisant  usage  du  suc  stérilisé  de  plantes  malades.  T'obtins  ce  suc  de  deux 
manières:  i.  filtré  sur  bougie,  2.  aux  dépens  de  plantes  malades,  cultivées  en  milieu 
stérile.  De  pareils  individus  stériles  s'obtiennent  aisément  en  les  laissant  se  développer 
sous  une  cloche  de  verre.  Même  la  surface  des  feuilles.  sur  laquelle  on  trouve  d'or- 
dinaire  un  grand  nombre  de  bactéries  du  sol,  reste  alors  complètement  stêrile  attendu 
que  les  jeunes  feuilles  sortent  stériles  du  point  végétatif,  et  ne  sont  plus  infectêes  par 
la  suite.  L'agar,  privé  de  germes,  des  couches  profondes  se  montra  pourtant  propre  a 
comnumiquei;  la  contagion,  si  bien  que  je  dois  considerer  la  diffusibilité  du  virus 
comme  établie. 

Je  ferai  encore  remarquer  que,  ni  l'excitation  provenant  de  la  blessure,  iii  des  in- 
jections  d'eau  de  canalisatoin,  ou  de  suc  des  plantes  malades,  ou,  enfin,  de  solutions 
de  nicotine,  ne  provoquent  la  maladie. 

Comme  les  autres  observations  de  M.  Iwanowsky  ne  font  que  confirmer  et  étendre 
les  miennes  propres,  sans  approfondir  la  question,  il  ne  me  senible  pas  nécessaire  de 
prolonger  maintenant  la  discussion,  qui  est  certainement  encore   loin  d''être  terminée. 


E  X  p  1  i  c  a  t  i  o  n   des   f  i  g  u  r  e  s. 

PI.  V. 

Jeune  plant  de  tabac  contaminé  par  infection  artificielle  au  moyen  d'une  grande 
quantité  de  virus.  Celui-ci  avait  été  introduit  dans  une  blessure  en  a,  traversant  toute 
l'épaisseur  de  la  tige.  Les  premières  feuilles  malades  développées  dans  la  suite,  b,  c, 
d,  ont  pris  une  forme  anormale,  les  feuilles  suivaiites  e,  f.  sont  malades,  mais  non 
monstrueuses. 
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PI.  VI. 

Fig.  I.  Jeune  feuille  de  tabac  au  premier  stade  de  la  maladie,  infectce  par  une 
quantitc  modérée  de  virus.  On  voit  Ie  long  des  nervures  les  taches  vert  foncé.  Les 
modifications  locales  de  la  teinte  chlorophyllienne  n'ont  d'ailleurs  pas  produit  de  con- 
trastes  nets  sur  la  plaque  photographique. 

Fig.  2.  Feuille  de  tabac  au  stade  principal  de  la  maladie.  Les  taches  mortes  et 
brunes  se  comptent  par  centaines. 

Fig.  3.  Feuille  d'une  plante  devenue  panachée  a  la  suite  d'une  infection  mixte 
de  virus  et  du  Bacillus  anglomerans. 

Figs.  4  et  5.  Petites  feuilles  monstrueuses  de  tabac,  ayant  pris  naissance  en  suite 
de  l'introduction  de  grandes  quantités  de  virus  dans  la  tige. 


M.  W.  BEIJERINCK.   Xielle  des  fenilles  de  tabac. 


PI.  V. 
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On  the  relation  of  the  obligatous  anaërobics 

to  free  oxygen. 

Proceedings  of  the  Section  of  Sciences,  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Amster- 
dam, Vol.  I,  1898,  p.  14—26.  —  Verscheen  onder  den  titel  »Over  zuurstofbehoefte  bij 
obligaatanaëroben»  in  Verslagen  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  Wis-en  Natuurk. 
Afd.,  Amsterdam,  Deel  VII,  1898,  blz.  19-32,  en  ond-r  den  titel  «Les  organismes 
anaérobies  obligatoires  ont-ils  besoin  d'oxygène  libre?«  in  Archives  Néerlandaises  des 
Sciences  Exactes  et  Naturelles,  Haarlem,  Série  II,  Tomé  II,  1899,  p.  397—411. 

The  relation  of  the  living  cell  to  free  oxygen  is  best  to  be  judged  from  the  influ- 
ence  of  this  gas  on  the  groivth  and  on  the  mobility.    Of  course,  only  the  first 
jnethod  is  of  universal  application. 

As  to  the  mobile  microbes,  some  time  ago  I  gave  the  name  of  »figures  of  res- 
piration«  ')  to  the  peculiar  groupings,  which  originate  in  preparations  destined  for  the 
microscope,  in  consequence  of  the  access  of  oxygen  only  along  the  edge  of  the  examined 
drop  under  the  cover-glass,  the  microbes  being  thereby  enabled  to  seek  that  quantity 
of  oxygen  which  is  best  adapted  to  their  respiration.  Three  types  may  here  be 
distinguished  according  as  the  microbes  seek  the  highest  tension  of  the  oxygen  along 
the  edge,  a  middle  tension  at  some  distance  of  it,  or  the  smallest  tension  in  the  centre 
of  the  preparation.  These  types  I  called  the  aerobic,  the  spirillous  and  the  anaëro- 
bic  type. 

Further  experience  has  shown  that  the  anaërobic  type,  characterised  by  the  accumu- 
lation  of  the  moving  microbes  at  that  spot  of  the  preparatitm  where  the  oxygen  tension 
is  minimum,  —  commonly  near  the  centre,  —  does  not  exist  as  a  special  type,  but 
becomes  visible  only  itnder  particular  circumstances,  and  further,  that  when  the 
aëration  of  the  preparation  is  sufïiciently  small,  all  anaërobics,  examined  till  now, 
appear  to  belong  to  the  spirillous  type,  that  is  to  say,  they  not  only  don't  fly  those 
places  in  the  preparation,  where  a  small  oxygen  tension  still  exists,  but  they  even 
seek  them. 

This  tension,  beneficient  for  the  anaërobics  is  however  very  slight,  whence  follows, 
that  by  using  only  a  moderate  number  of  microbes,  consuming  but  very  little  oxygen, 
there  may  enter  at  the  edge  more  oxygen  than  is  wanted.  In  such  a  case  the  tension, 
most  approaching  the  required  optimum,  will  be  found  in  the  centre.  The  accumu- 
lation  of  the  microbes  will  then  also  be  localised  to  the  centre,  causing  the  semblance 
of  an  anaërobic  type  as  a  special  case.  It  is  clear,  that  if  this  is  the  right  expli- 
cation,  the  true  representatives  of  the  second  type,  viz.  the  spirilli,  must  under  cer- 


')   Centralblatt  für   Bacteriologie,  Bd.  14,  pag.  837,  1893- 
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tain  conditions  also  accumulate  at  the  centre,  nainely  then,  when  all  the  spirilli  to- 
gether  caiinot  absorb  the  total  quantity.  of  oxygen  entering  along  the  edge  of  the  pre- 
paration,  and  this  is  indeed  easily  to  be  observed,  by  using  a  small  number  of  spirilli 
and  a  large  coverglass. 

So,  there  is  no  sufficiënt  reason  to  divide  the  mobile  bacteria  into  three  types 
according  to  their  relation  to  free  oxygen,  as  I  formerly  did,  but  only  into  two.  It 
also  seems  to  me  that  the  names  for  the  types,  already  mentioned,  are  not  quite  applic- 
able,  and  that  it  is  preferable  to  call  aërophüous  all  organisms  which  seek  the  high- 
est  oxygen  tension'),  and  microaërophilous  those  which  require  a  lower  tension.  To 
this  latter  group  then,  belong  the  obligatous  anaërobics  as  far  as  now  observed,  and 
the  aerobic  spirilli  with  regard  to  their  mobility. 

I  am  obliged  here  to  speak  of  »aërobic  spirilli«,  as  I  have  formerly  shown  that 
there  also  exists  an  obligatous  anaërobic  spiril,  namely  the  organism  of  the  reduction 
of  sulphates,  Spirillum  desulfuricans.  Though  this  kind  is  very  mobile,  yet  the  growth 
is  so  slow,  that  I  have  not  succeeded  in  collecting  a  sufficiënt  number  of  individuals 
to  get  distinct  figures  of  respiration,  —  a  difficulty  which  exists  also  more  or  less 
with  other  obligatous  anaërobics. 

The  conviction  that  free  oxygen  is  beneficial  to  all  that  lives,  and  in  the  long  run 
probably  even  necessary,  is  based  on  the  relation  of  the  growth  of  the  obligatous 
anaërobics  to  this  gas,  and  here  the  mobile  forms  as  well  as  those  which  are  not 
mobile  may  enter  into  consideration.  Before  however  describing  the  experiments 
which  seem  decisive,  I  must  fix  the  attention  on  the  foUowing  circumstance. 

For  alcohol  yeast  and  the  other  facultative  anaërobics,  it  must  be  admitted,  that 
the  possibility  of  their  temporary  anaërobiosis.  is  determined  by  the  presence  of  a 
provision  of  oxygen  in  loose  combination  with  the  living  matter  of  the  cell  itself,  by 
which  combination  some  cell  divisions  are  rendered  possible  without  the  supply  of  new 
oxygen.  Consequently  there  must  be  a  difïerence  between  aërated  and  not  aërated  cells. 

If  it  is  accepted  that  this  relation  holds  also  good  for  the  obligatous  anaërobics, 
then  it  is  to  be  expected  that  their  provision  of  oxygen  will  be  much  smaller  than 
that  in  the  yeastcell,  so  that  it  is  necessary  to  take  much  more  efficacious  measures  to 
render  the  influence  of  the  oxygen  visible  in  the  former  than  in  the  latter  case.  It  is 
therefore  desirable,  in  some  cases  even  necessary,  to  use  for  the  experiments  materials, 
taken  from  such  cultures  as  have  long  been  continued  in  absence  of  air,  by  which  the 
provision  of  oxygen  has  been  lessened.  So  far  as  I  am  now  able  to  judge,  strongly 
aërated  anaërobics  are,  as  to  their  growth,  aërophobic,  i.  e.  they  grow  best  there  where 
the  oxygen  tension  is  minimum  or  zero.  As  contact  with  air  is  in  itself  not  sufficiënt 
to  cause  aëration,  —  spores  for  instance  seem  less  fit  to  be  aërated  than  vegetative 
cells,  • —  there  now  and  then  occur  strange  incidents  which  make  the  experiments 
troublesome. 

The  way  in  which  1  arranged  my  growth  experiments  is  as  follows. 

Malerial  of  the  species  to  be  examined,  is  introduced,  in  a  not  aërated  condition, 
and  if  possible,  in  the  state  of  spores,  into  the  culture  mass  still  in  fusion,  in  such  a 
quantity,  that  the  gemis,  developped  into  colonies,  may  render  that  culture  mass, 
after  solidification,  rather  opaque. 


')   Here  is  only   tiucstion  of  cxpcrinunts  in  cumnion  air,  not  in  pure  o.\ygcn. 
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If  such  a  culture  itiass,  from  wliich  the  free  oxygen  is  completely  withdrawu,  is 
contained  in  a  deep  experiment-tube,  where  the  air  can  only  find  access  from  above, 
then,  if  the  growth  is  favoured  by  a  certain  oxygen  tensiun,  there  must  result  at  the 
very  place  where  this  tension  becomes  optimum,  an  opaque  and  distinctly  visible 
viveait  of  colonies,  which  are  greater  than  the  colunies  beneath  and  above  this  niveau. 

The  easiest  way  for  completely  removing  the  oxygen,  is  to  sow  simultaneously 
an  aërophilous  species,  not  acting  injuriously  on  the  development  nor  disturbing  the 
observation  of  the  anaërobic.  Such  an  aerobic  must  have  the  following  qualities: 
The  oxygen  must  be  completely  absorbed,  without  exciting  so  much  growth  in  the 
surface  of  the  culture  mass,  that  the  colonies  of  the  anaërobic  become  indistiiict.  Be- 
sides,  an  easy  recognition  in  the  microscopic  preparation,  and  a  simple  separation  of 
the  aerobic  and  the  anaërobic  must  be  possible. 

In  trying  various  species  of  microbes,  I  found  some  kinds  of  yeast  to  be  most 
efficiënt  for  the  research  of  the  anaërobics  of  putrefaction  and  of  sulphate  reduction, 
as  for  these  processes  no  carbohydrates  are  essential,  in  which  case  yeast  does  not 
grow  strongly,  whilst  it  is  distinctly  recognisable  under  the  microscope.  Besides,  yeast 
can  easily  be  separated  from  the  anaërobics  of  proteïne  putrefaction,  because  it  dies 
at  50"  a  60»  C,  whilst  the  spores  of  the  latter  can  be  heated  to  90"  a  100"  C.  without 
dying.  For  the  examination  of  those  anaërobics  which  require  sugar  in  their  food,  as 
for  instance  the  butyric  ferments,  it  is  preferable,  for  oxygen  absorption,  to  make  use 
of  certain  blastomycetes  (which  grow  and  reproduce  like  yeast,  whilst  alkohol  fermen- 
tation  is  absent)  or  aerobic  bacteria,  which  don't  produce  acid,  nor  liquefy  gelatine. 
Good  results  were  obtained  with  a  red  blastomycete,  isolated  from  garden-soil,  and 
with  Bacillus  fliiorescens  non  Uquefaciens. 

It  is  good  (but  not  always  necessary),  to  place  the  prepared  experiment-tubes, 
in  an  exsiccator  which  is  vacuated.  For  this  vacuation  a  Körting-waterjetpump  with 
manometer  will  suffice,  by  which  at  the  same  time  the  pression  of  the  gas  used  may  be 
measured. 

Another  very  suitable  method  to  state  the  influence  of  oxygen  on  the  growth,  is 
to  cultivate  in  the  »hunii(l  room«  on  the  objectbearer  under  the  cover-glass,  in  a  not 
too  small  quantity  of  the  nutritious  liquid,  but  in  such  a  way  as  to  keep  the  prepara- 
tion thin  enough  for  the  microscope.  In  this  way  it  is  possible  to  observe,  in  the  same 
preparation,  first  the  figure  of  respiration  and  afterwards  the  growth. 

The  species  of  obligatous  anaërobics  which  I  have  examined  are  the  following. 

Butyricferment  (Granulobacter  saccharobutyriciim).  This  anaërobic  is  extremely 
common  in  garden-soil.  Fit  material  for  figures  of  respiration  is  to  be  obtained  as 
follows.  Water  with  some  kalium  phosphate  and  magnesium  sulphate  and  5  or  lOpCt. 
glucose  is  boiled  in  a  little  flask  with  so  much  fibrine  that  a  thick  paste  is  formed. 
During  the  boiling  an  infection  with  garden-soil  is  practised,  in  which  only  spores  of 
bacteria  remain  alive.  In  the  thermostate  a  vegetation  of  aerobics  develops  first, 
which,  by  the  absorption  of  the  oxygen,  introduces  butyric  fermentation.  Sometimes 
this  fermentation  will  follow,  even  in  absence  of  aerobics,  i.  e.  notwithstandig  the 
entrance  of  air  into  the  mass  of  fibrine,  thus  showing  that  some  aëration  is  certainly  no 
bar  to  this  process.  If  perhaps  an  aerobic  grows  too  strongly,  reinfection  in  another 
flask  with  the  same  mixture,  will  suffice  to  make  it  disappear  and  at  length  still  to 
obtain  an  almost  pure  butyric  fermentation.    If  in  the  infection  material  there  are  too 
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few  sporcs,  as  wcll  of  tlic  butyrir  ferment  as  nf  aerobics,  some  aerobic  bactery,  or  a 
blastomycete  must  be  purposely  added  for  the  absoriition   of  the  oxygen. 

In  this  way  a  culture  is  obtained  containing  only  the  »oxygenform«  of  butyric 
ferment,  i.  e.  only  mobile  staves  and  no  clostridia.  With  them  a  figure  of  respiration 
may  be  produced  consisting  of  a  single  fine  line  of  quickly  moving  little  staves,  situ- 
ated  at  some  distance  from  the  edge  of  the  cover-glass  and  the  meniscus  of  the  pre- 
paration,  which  places  the  microaërophily  of  this  ferment  bevond  all  doubt. 

If  to  the  fermenting  mass  pure  calcium  carbonate  is  added,  by  which  the  acid  is 
neutralised,  the  growth  of  the  bacteria  becoines  much  stronger,  and  the  staves  give 
place  to  clostridia  rich  in  granulose,  and  which  at  length  produce  spores.  Although 
the  opaqueness  caused  by  the  chalk,  spoils  in  some  degree  the  purity  of  the  figures  of 
respiration,  yet  the  experiment  succeeds  well  enough,  and  leads  to  the  same  result, 
i.  e.  proves  that  the  clostridia  of  the  butyric  ferment  are  microaërophilous  in  the  same 
way  as  the  oxygenform.  With  boiled  milk^),  in  which  a  spontaneous  butyric  fermen- 
tation  had  originated,  the  above  observations  could  equally  be  made.  That  the  same 
may  be  said  with  regard  to  the  butylic  ferment  (Granulobacter  butylicum)  formerly 
described  by  me''),  I  need  hardly  add  here,  as  it  was  the  continued  study  of  this  very 
ferment,  which  rendered  the  here  described  relations  clearer  to  me. 

Ana'érobics  of  putrefaclion  of  proteids.  The  most  striking  instances  of  obliga- 
tous  anaërobics  are  met  with  in  the  putrefaction  of  pepton,  or,  generally  speaking,  of 
proteïne  substances.  If  one  wishes  to  isolate  the  microbes  concerned,  efticacious  mea- 
sures  must  be  taken  for  the  exclusion  of  oxygen,  as  the  quantity  of  air  which  these 
ferments  admit,  without  their  growth  being  impaired,  is  certainly  much  smaller  than 
with  the  butyric  and  butylic  ferments.  Hence  here  in  particular  it  was  of  importance 
to  study  their  relation  to  oxygen. 

Before  entering  upon  my  immediate  subject,  I  think  it  necessary  to  say  something 
about  the  different  species  concerned  in  the  process  of  putrefaction,  the  literature  on 
this  subject  being  quite  unsatisfactory. 

Bacillus  putriücus  coli  Bienstock  ")  is  an  anaërobic,  found  back  by  nobody,  so 
that  it  cannot  be  typical  for  the  putrefaction  of  proteids.  Besides,  an  exact  micro- 
scopic  examination  shows  that  more  than  one  species  must  here  be  active.  That 
however,  the  number  of  typical  bacteria  should  be  very  great,  I  think  doubtful,  for 
the  following  reasons:  The  course  of  the  process  of  putrefaction  is  quite  the  same 
when  the  material,  after  infection  with  soil,  is  for  some  moments  heated  to  90  a 
100"  C.  as  when  this  is  not  done.  Hence  it  foUows  that  only  spore-forming  microbes 
are  typical  for  the  process.  The  experiment  shows  further  that  exclusion  of  air  acts 
favorably  on  its  course,  so  that  all  aerobic  microbes  appear  to  be  indifferent,  except 
in  so  far  as  by  absorption  of  oxygen,  they  favor  the  development  of  the  properly  so- 
called  putrefaction  bacteria. 

By  these  two  data  the  process  was  so  much  simplified  from  a  bacteriological  point 


')  Milk,  boiled  in  a  not  too  undeep  flask,  wil!  somctimcs  get  into  butyric  fcrment- 
ation,  even  with   frce  entrance  of  air,  without   the  prescnce  of  aerobics. 

-)  Archives  Néerlandaises,  T.  29,  pg.  i.  .As  this  ferment  produces  much  more  pro- 
pylicalkohol  than  butylicalkohol  it  would  liavc  been  better  to  call  it  Granulobacter 
propyliciim. 

')  Zeitschrift   für  kHnische  Medicin,   lid.  8,  pag.  I,   1884. 
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of  view,  that  there  appeared  some  chance  of  further  unraveüing  it.  Though  hitherto 
I  have  by  no  means  entirely  succeeded,  I  think,  nevertheless,  that  what  follows 
holds  good. 

Three  species  of  obligatous  ariaërobics  are  in  particular  concerned  with  the 
putrefaction  of  proteids.  In  the  first  place  Bacillus  septicus,  secondly  a  group  of  ex- 
tremely  variable  forms,  related  tn  the  tetanusbacillus,  and  to  which  I  will  give  the 
name  of  »skatol-bacteria«,  and  thirdly,  an  immobile,  well-characferised  species,  called 
by  me  B.  pseudopulcher.  For  separating  these  different  species,  I  used  a  ciüture  ge- 
latine of  the  following  composition:  Destilled  water,  lopCt.  gelatine,  3  pCt.  pepton 
siccum,  0,05  pCt.  dinatrium  phosphate,  0,05  pCt.  magnesium  sulphate,  using  at  the 
same  time  yeast  or  a  blastomycete  for  withdrawing  the  oxygen.  When  put  into  a  deep 
experiment-tube,  the  anaërobics  develop  even  with  free  entrance  of  air. 

B.  septicus  Pasteur,  is,  according  to  my  experience,  one  of  the  most  spread 
species  of  bacteria,  to  be  found  wherever  animal  substances  are  tainting,  and  very 
common  in  dust  and  in  the  soil.  It  is  an  easily  recognisable  and  well  defined  species. 
A  virulent  form  of  it  goes  in  the  German  literature  by  the  name  of  B.  oedematis 
waligiu  '^).  Material  of  the  latter,  occuring  in  the  laboratoria.  I  compared,  also  with 
a  view  to  their  relation  to  oxygen,  with  cultures  of  B.  septicus.  repeatedly  isolated  by 
mefrom  putrefying  albumen  solutions,  or  fibrine,  infected  with  garden-soil,  but  I  could 
discover  no   difference. 

The  skatol-bacteria  are  to  be  known  by  the  globular  spores  which  are  found  in 
proteine  putrefactions,  in  the  swollen  ends  of  thin,  commonly  long  staves.  One  of  the 
forms  isolated  retained  at  first,  even  in  the  pure  cultures,  globular  spores,  whilst  in 
other  isolations  the  spore-form  proved  not  to  be  constant.  The  dimensions  of  spores 
and  staves  are  most  variable.  Motion,  if  present,  is  slow,  in  pure  cultures  sometimes 
absent.  Glucose,  added  to  the  above  mixture,  gives  rise  to  the  production  of  gas.  The 
colonies  cause  the  culture  gelatine  more  to  weaken  than  to  liquefy;  they  are  sometimes 
colorless,  commonly,  however,  surrounded  with  a  brownish  aureole.  The  study  of  this 
species  is  difïicult  on  account  of  the  great  variability  in  form  and  functions,  which 
renders  the  experiments  doubtful  and  often  suggests  infection  with  allied  forms  to 
which  their  common  occurrence  gives  particular  cause. 

W'hile  skatolbacteria  never  fail  in  putrefying  substances,  B.  septicus  may  be  ab- 
sent and  its  place  be  taken  by  B.  pseudopulcher.  This  name  was  chosen  on  account 
of  its  resemblance  to  a  common  earthbactery,  related  to  B.  megatheriuui,  and  which 
I  baptised  B.  pulcher-).  Motion  is  never  observed  in  pseudopulcher :  the  spores  are 
oblong,  larger  than  in  B.  septicus,  frequently  to  be  found  in  long  rows  within  the 
threads,  generally,  however,  they  occur  in  short  staves.  The  colonies,  which  liquefy 
strongly,  have  a  smooth  surface,  by  which  they  may  be  easily  distinguished  from 
B.  septicus.  They  are  characterised  by  a  heavy  sediment,  consisting  of  staves  and 
spores.  This  sediment  is  dift'erent,  or  wanting  in  B.  septicus.  The  pure  cultures  deve- 
lop gases  but  not  many  stinking  products.    There  is  often  a  distinct  smell  of  cheese 


')  A  bactery,  accepted  by  the  mcdical  men  as  a  particular  species.  B.  Cliaiiveaui 
(of  the  French)  or  B.  e>npliysematos  (of  tlie  Gcrmans)  is,  in  my  opinion,  only  a  va- 
riety  of  it. 

-)   At  present  in   trade  by  the  name  of  »alinit«. 
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to  be  observed.  The  stiidy  of  this  bactery  is  still  imperfect  and  I  mention  it  cmly  be- 
cause  it  might  be  taken  for  B.  septicus. 

For  the  object  I  have  in  view,  I  studied  in  particular  B.  septicus.  while  I  think^ 
that  there  is  not  one  indication  in  bacteriological  literature  which  suggests  any 
benificient  effect  of  free  oxygen  on  the  functions  of  this  bacillus.  For  the  skatol- 
bacteria  on  the  other  hand,  such  indications  exist.  It  seems  at  least  according 
te  some  authors,  that  certain  varieties  of  the  nearly  allied  and  commonly  obliga- 
tous  anaërobic  tetanus-bacillus,  are  suscept  to  change  into  aerobics,  a  transformation 
which  I  witnessed  myself  by  other  varieties  isolated  from  putrefying  albumen.  More- 
over  B.  septicus  is  a  »bona  species«,  i.  e.  recognisable  for  everybody. 

B.  septicus  is  exceedingly  mobile  and  generally  consists  of  staves,  covered  all 
over  with  ciliae.  Spores  grow  easily,  especially  when  there  is  contact  with  air.  They 
are  more  oblong  than  globular,  mostly  enclosed  in  the  somewhat  swollen  ends  of  the 
staves,  and  surrounded  by  a  hoUow  space.  Though  this  bacillus  is  evidently  polari- 
cally  constructed,  it  moves  spore-end  or  tail-end  forward,  and  may  suddenly  change 
the  direction  of  the  movement.  When  a  little  air  accedes,  the  staves  may  grow  out 
into  long  threads  and  the  motion  ceases. 

With  a  total  withdrawal  of  oxygen  there  is  a  dispositon  for  the  formation  of 
clostridia,.but  without  a  marked  difference  between  an  »oxygenform«  and  a  »clostri- 
diumform»  as  found  in  Granulohacter  butylicutn. 

If  the  nutriënt  matter  is  merely  albumen  or  pepton,  gases  are  produced,  who?e 
quantity  increases  more  or  less  by  the  addition  of  glucose. 

Fibrine  and  proteids  produce  volatile  sulphides,  sometimes  in  great  profusion  r 
production  of  merkaptan,  too,  is  observed  under  unknown  circumstances.  The  colonies 
liquefy  the  gelatine  of  the  above  composition  ;  their  surface  is  quite  characteristically 
pointed,  evidently  because  many  small  shoots  pierce  slightly  into  the  gelatine,  before 
the  melting  sets  in.  This  may  be  compared  with  the  behaviour  of  anthrax,  where, 
however,  there  is  no  melting  at  all.  Commonly  whether  spores  or  vegetative  cells  are 
sown  out,  only  few  germs  develop,  which  proves,  that  the  nutriënt  matter  itself,  — 
even  the  best  I  could  procure,  —  acts  in  an  high  degree  as  a  »bactericid«  in  relation 
to  B.  septicus.  The  growth  is  slow,  even  at  brooding  ternperature,  when  compared  ta 
allied  aerobics. 

Concerning  the  necessity  of  oxygen  for  B.  septicus  and  the  skatolbactery,  I  could 
state  what  follows. 

B.  septicus  T  observed  as  well  with  regard  to  the  figures  of  respiration,  as  to  the 
growth.  Tn  both  ways  the  microaërophily  could  with  certainty  be  stated.  As  this 
bacillns  is  extremely  mobile,  and  as  the  spores  render  the  swarms  of  bacteria  very 
opaquc,  the  study  of  the  figures  of  respiration  ofïers  no  difïiculty. 

A  smail  nunibcr  of  bacteria  accummulating  in  the  centre  of  the  preparation,  pro- 
duce the  impression  of  aërophoby.  If  on  the  contrary,  the  bacteria  are  very  numerous, 
a  circular  accumulation  is  formed  at  some  distance  from  the  edge  of  the  cover-glass 
and  the  mcniskus,  pointing  out  the  place  where  the  tension  of  oxygen  is  optimum. 
]f  we  examinc  the  inner  field,  i.  e.  the  part  surrounded  by  the  accumidation  and 
totally  deprivcd  of  oxygen,  there,  too,  all  is  in  motion.  This  motion  is  however  much 
slower,  more  staggering  and  uncertain,  than  in  the  accumulation  itself.  I  think  that 
this  inner  part  is  continually  >upplie(l  with   individuals  from  the  accumulation,  which 
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individuals,  after  some  time  return  to  the  latter,  to  take  in  a  new  provision  of  oxygen. 
Outside  the  accumulation,  near  the  edge  of  the  cover-glass,  where  the  pression  of 
oxygen  increases,  the  nuniber  of  bacteria  diminishes  quickly,  together  with  the  mobi- 
lity  of  the  remaining  ones.  At  the  edge  itself  all  is  in  complete  rest,  and  no  motion 
sets  in  when  the  surrounding  is  freed  from  oxygen.  Still  I  have  no  reason  to  consider 
the  resting  individuals  as  dead;  I  even  think  they  function  as  an  «oxygen  filtrum«, 
thus  protecting  the  more  inwanlly  swarming. 

If  some  grains  of  fibrine  are  introduced  into  preparations  of  which  the  figures 
of  respiration  are  being  studied,  and  if  placed  at  c.  a.  25"  C.  in  a  »humid  rooni«,  a 
considerable  increase  of  bacteria  may  readiiy  occur.  U'atching  the  process  micros- 
and macroscopically,  we  find  the  growth  alniost  exclusively  limited  to  the  accumulation 
parallel  to  the  edge,  which  accumulation  grows  more  and  more  dense  by  the  increase 
of  the  spores,  whilst  the  central  part  continues  as  clear  as  at  first.  Consequently,  it 
may  be  taken  for  granted  that  B.  septiciis  requires  oxygen  for  its  growth,  as  well  as 
for  its  mobility. 

On  this  occasion  I  wish  to  correct  a  mistake  in  my  description  of  Spirilhtm 
desulfuricans.  I  there  stated  erroneously  ^ )  that  Spirillion  tenue,  which  is  typical  for 
microaërophily  as  to  mobility,  is  also  microaërophilous  with  regard  to  growth,  so  that, 
when  sown  in  a  fit  culture  mass,  it  shows  its  maximum  growth,  not  at  the  surface, 
hut  at  a  certain  distance  below  it. 

This  has  proved  to  repose  on  »trophotropy«,  signifying  that  growth  is  more  fa- 
vored  by  the  influence  of  the  food  than  by  the  oxygen.  It  occurs  only  when  a  bad 
culture  ground  is  taken  for  the  e.xperiment,  and  it  is  by  the  aërophily  of  the  growing 
spirilli  that  it  must  be  e.xplained.  For  the  intense  growth  will  cause  at  the  surface  a 
rapid  exhaustion,  so  that,  if  no  abundance  of  food  is  present,  and  if  the  food  can  only 
come  up  slowly  from  the  depth  by  the  process  of  dififusion  to  the  place  of  consumption, 
then,  not  the  surface  itself,  hut  a  deeper  layer  will,  under  the  joined  action  of  oxygen 
and  food,  be  most  favorably  situated  for  growth  and  increase.  Thus  in  facf.  Spiriüiun 
tenue  is  aërophilous  as  to  growth  and  microaërophilous  as  to  mobility. 

Beside  to  this  peculiar  form  of  »trophotropy«  in  the  growth,  one  has  to  pay  atten- 
tion,  when  studying  the  figures  of  respiration,  to  a  phenomenon  of  alniost  the  same 
nature  with  respect  to  the  mobility,  and  which  may  be  called  »trophotaxis«.  Tt  con- 
sists  in  the  accumulation  of  the  mobile  microbes,  which  are  more  attracted  by  the 
food  than  by  the  oxygen,  not  in  the  meniscus  and  at  the  edge  of  the  preparation,  but 
at  some  distance.  I  observed  this  in  an  aerobic  species,  which  T  have  called  BaciUiis 
perlibratus,  where  trophotaxis  may  become  so  strong,  that  microaërophily  is  mimicked, 
and  was  erroneously  described  by  me  as  such-). 

With  abundant  food,  however,  nothing  is  to  be  seen  of  these  phenoinena,  so  th.it 
by  attentive  observation  microaërophily  may  always  distinctly  be  recognised. 

I  now  return  to  the  anaërobes  of  the  putrefaction  of  proteids,  and  in  particular 
to  the  second  important  form.  the  skatolbactery.  Of  this  polymorphous  form  1  exa- 
niined,  as  alreadv  said,  material  closely  allied  to  the  tetanus-bacillus,  which  material 
is  strictly   anaërobic,  and   perhaps  ought  to  be   considered  as  the  most   characteristic 


')   .^rchives  Xéerlandaiscs,  T.  29,  pag.  272. 

■-)   Centralblatt  fiir   Bactcriolnuit-.   Bd.  14,  pag.  8.30.   1893. 
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for  the  process  of  putrefaction  in  general.  I  isolated  various  varieties  and  by  means 
of  grovvth  experiments  I  was  enabled  to  state  microaërophily.  The  mobility  of  my 
varieties  was  too  insignificant  to  be  of  use  for  the  production  of  figures  of 
respiration.  When  using  the  above  mentioned  pepton  gelatine  as  nutriënt  matter  and 
Saccharomyces  apiculatus  for  the  absorption  of  oxygen,  most  convincing  »niveaus«, 
of  a  light  brown  color  and  with  much  growth,  originate  in  deep  experiment-tubes  at 
a  certain  distance  from  the  surface,  in  the  surface  itself  the  transparent  clear  colonies 
of  the  apiculatus-yeast  develop  vigorously,  the  skatolbacteria  not  being  able  to  deve- 
lop  there. 

The  spore-formation  seems  here  also  to  be  favored  by  a  small  quantity  of  oxygen. 
Certain  it  is  that  spores  are  the  most  profusely  formed  in  the  niveau,  and  as  their  pro- 
duction goes  parallel,  first  to  the  weakening  and  then  to  the  complete  liquefying  of 
the  gelatine,  it  is  clear  that  also  the  latter  process  must  begin  in  the  niveau,  to  become 
only  much  later  perceptilile  in  the  depth,  and  without  reaching  the  surface  at  all. 

I  vi'ish  to  terminate  this  survey  of  the  obligatous  aiiaërobics,  studied  by  me,  with 
the  statement  that  the  existence  of  microaërophily  could  also  be  proved  for  Spirilluni 
desulfuricans  by  means  of  growth  experiments. 

This  species  is,  in  opposition  to  S.  tenue,  strictly  anaërobic  and  belongs  mor- 
phologically  to  quite  another  group  than  the  butyricferments  and  the  bacteria  of 
putrefaction,  which  is  clearly  demonstrated  as  well  by  the  vibrio-  or  spiril-form,  as 
by  the  absence  of  spores '). 

If  sown  in  pepton  gelatine,  with  Mohr's  salt  and  an  aerobic  bactery  {B.  termo) 
for  the  absorption  of  oxygen,  in  deep  experimenttubes,  the  microaërophily  becomes 
visible  by  a  black  »niveau«  of  ferrosulfid,  first  formed  at  some  distance  beneath  the 
surface  and  thence,  only  slovvly,  growing  towards  the  depth  and  upward.  When  micro- 
scopically  examined  this  niveau  proves  to  be  richest  in  reducing  spirilli,  so  that  evi- 
dently  not  the  function  of  the  sulphate  reduction  as  such,  but  the  growth  of  the 
SpirUhiiii,  active  in  this  process,  is  furthered  by  a  low  oxygen  tension. 

It  is  fit  here  to  make  a  few  remarks  concerning  the  relation  of  facultative  anaërobics 
to  free  oxygen.  By  far  the  greater  part  of  facultatives  is  aërophilous.  I  mention  for 
instance  Miicor  racemosiis,  all  alcohol  yeasts,  Bacteriutn  coli  commune,  B.  lactis 
aërogenes,  Granulobacter  polyDiyxa.  BaciUus  tubcrciilosis,  B.  prodigiüsus.  If  the  pro- 
duction of  figures  of  respiration  is  possible,  then  the  width  of  the  moving  bacteria 
zone  is  very  great,  even  in  dense  swarms,  which  indicates  a  slow  consumption  of  oxy- 
gen. This  is  especially  the  case  with  the  fermenting  species,  as  coli  and  aërogenes, 
and  sometimens,  too,  with  not  fermenting  species,  such  as  BaciUus  tuberculosis^). 

Microaërophilous  are  among  the  facultatives,  so  far  as  I  think  I  can  assert  now, 
only  the  true  lactic  ferments,  which  may  be  brought  to  two  groups  of  which  the  most 
important  representativcs  are:  Bacterium  lactis  (of  butterniilk),  and  BaciUus  longus 
(of  cheese  and  of  the  yeast  industry). 

As  these  forms  have  no  motion  and  produce  little  living  matter  in  growing,  the 
total     quantity     of     absorbed     oxygen     is     very     sniall,    whence    the    experiments    are 


')   As  I   tliiiik   the  only  wcll-dcscribed  instance  of  a  sporc-frce  obligatous  anaërobic. 

')  The  mobility  of  BaciUus  tuberculosis  has  first  been  seen  by  Mr.  M  acGilla  vry. 
The  figures  of  respiration  are  troublesome  to  obtain  and  only  with  quite  young  cul- 
tures, as  for  instance  of  flcsh  bouillon  agar,  not  older  than  24  liours. 
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difticult  aiul  suijject  to  doubt.  It  sown,  however,  iii  a  proper  solid  culture  mass,  to 
which  calcium  carboiiate  is  added,  in  a  deep  experiment-tube,  it  may  be  observed 
Ihat,  under  favorable  circumstances,  at  a  certain  depth  below  the  surface,  the  tor- 
mation  of  acid  is  the  most  vigorous.  This  is  caused  by  the  existence  of  a  niveau, 
very  rich  in  bacteria  if  compared  with  deeper  layers  where  less,  as  well  as  with  those 
nearer  to  the  surface,  where  more  oxygen  is  present.  After  sonic  time,  however,  so 
many  colonies  originate,  as  well  at  the  surface  as  in  the  deptli,  that  the  niicroaëro- 
phily  grows  indistinct,  without  changing  into  aërophily. 

Recapitulating,  and  adding  some  instances  not  yet  mentioned,  I  conie  to  this  con- 
clusion: 

Aërophiloiis  are:  All  aerobic  bacteria  (e.xcept  some  spirilli),  most  facultative 
anaërobics,  probabiy  all  cells  of  higher  animals  and  plants,  most  infusoria. 

Microa'érophilous  are:  The  few  hitherto  examined  obligatous  anaërobics,  to  which 
belong  also  the  chromatia  and  other  sulphurbacteria,  and  Spirilliim  desulfuricans. 
Of  the  facultatives  probabiy  all  lactic  ferments,  besides  some  (perhaps  many)  species 
of   monads,   and   some   infusoria. 

Aërophilous  ivitli  regard  to  growth.  microaërophilous  with  regard  to  motion 
are:   Some  true  spirilli,  perhaps  also  some  monads. 

Though  nobody  will  be  surprised  that,  in  reason  of  the  above  observations,  T  be- 
lieve  that  all  living  organisms  known  at  present,  require  free  o.xygen  for  their  exi- 
stence, I  am  far  from  pretending  to  have  furnished  the  entire  proof  for  that  belief.  It 
may  even  be  asked  whether  there  is  cause  to  speak  of  »want«  of  free  oxygen,  and  if 
»use  of  it  if  accessible«  were  not  more  adequate. 

With  regard  to  the  examined  obligatous  anaërobics  I  have  only  shown  that  an 
extremely  small  quantity  of  free  oxygen  is  propitious  to  their  growth  and  mobility, 
but  not  yet  that  in  the  long  run  they  would  perish  without  it  *). 

I  must  however  insist  on  this  being  positively  the  case  with  the  aërophilous  fa- 
cultative anaërobics,  such  as  alcohol  ferments,  B.  coli  commune,  etc.  If  these  are 
prevented  from  laying  in  a  »provision«  of  oxygen,  on  which  to  live  when  this  gas 
fails,  the  growth  soon  ceases  and,  even  with  the  best  food,  life  too  -).  This  fact  is 
very  singular,  for  the  extremely  small  quantities  here  coticerned.  are  nothing  as  to 
the  development  of  energy. 

Consequently  it  is  not  clear  why  the  combined  oxygen,  which  abounds  in  the 
food,  cannot  here  fiU  the  place  of  free  oxygen.  With  the  unknown  signification  of  the 
latter  it  is,  to  be  sure,  quite  uncertain  whether  there  must  exist  a  minimum  limit 
beneath  which  the  possibility  of  life  is  totally  excluded;  but  as  this  limit  does  certainly 
exist   fort  the  facultatives,  one   is  by  analogy   inclined  to  accept   its  existence  every- 


')  Experiments  in  this  latter  direction  have  not  yet  fjiven  any  sure  rcsults  and 
have  only  proved  that,  with  apparently  efficacious  precautions,  anaërobiosis  without 
access  of  air  can  long  go  on.  So  I  could,  without  supply  of  air,  make  sevcn  butylic 
fermentations  go  on  successively,  but  at  the  seventh  there  arose  some  doubt  whether 
the  bacteria  had  varied  or  that  an  infection  from  without  with  butyric  ferment  had 
occurred. 

-)  For  this  reason  I  formerly  proposed  to  call  these  organisms  «teinporary  anaë- 
robics», but  now  that  I  am  more  and  more  convinced  that  also  the  »obligates«  can 
exist  only  temporarily  without  free  oxygen,  I  no  more  attach  niuch  value  to  that  term. 

M.  \V.  Beij  er  i  nek,  Verzamelde  Geschriften;    Derde  Deel.  21 
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where,  consequently  for  the  obligatous  anacrobics,  too.  That  is,  for  tliem  also,  to  re- 
t'ügnise  free  oxygen  as  a  necessity  for  existence. 

This  opinion  has  the  more  weight  iiow  that  it  has  been  proved  how  easily  may  be 
shown  tliat  they  iiot  only  use  free  oxygen  but  if  possible,  seek  it  and  that  it  may  pro- 
nicte  even  such  important  functions  as  growth  and  nidbility. 

Without  doubt,  this  points  to  something  more  than  »use«,  albeit  the  term  »want« 
goes  perhaps  too  far.  As  it  is  however  a  fact  that  the  obligatous  anaërobics  can  pro- 
duce  thousands  of  new  generations  without  a  renewed  contact  with  free  oxygen,  the 
hypothesis  demands  the  acceptance  of  a  peculiar  exciting  action  of  the  free  oxygen, 
stored  up  as  a  provison  in  the  body  of  the  bacteria. 

This  action  cannot  be  compared  to  that  of  kalium,  or  of  magnesium,  or  of  the 
other  elements  necessary  for  life  in  small  quantities.  In  the  first  place,  because  the 
latter  must  be  present  in  quantities  of  another  order,  quantities  gigantic  compared  to 
that  of  the  oxygen  provision;  secondly  and  especiaily,  because  these  elements  may  be 
withdrawn  from  the  most  different  chemical  compounds.  The  very  necessity  of  the 
oxygen  being  free,  causes  the  difficulty  of  giving  a  definite  representation  of  its  func- 
tion.  Some  light  would  go  up  if  it  could  be  proved,  that  in  the  food  a  loosely  bound 
form  of  oxygen  might  occur,  accessible  to  the  anaërobics,  and  Pasteur  has  indeed  sup- 
posed  that  the  oxygen,  which  is  found  in  beer  wort,  and  cannot  be  separated  from  it 
by  pomping  or  boiling,  makes  the  anaërobiosis  of  beer  yeast  possible. 

Facts  are  however  not  in  accordance  with  this  hypothesis.  Now,  as  in  the  case  of 
beer  yeast  and  the  other  facultative  anaërobics,  we  are  obliged  to  admit  the  existence 
of  a  store  of  free  oxygen  in  the  cell  itself,  which,  in  a  way  hitherto  unexplained, 
makes  a  temporary  anaërobiosis  possible,  analogy,  supported  by  the  observations  here 
described,  leads  to  the  same  concKision  for  the  obligatous  anaërobics. 


Bemerkung  zu  dem  Aufsatz  von  Herrn  Iwanowsky 
über  die  Mosaikkrankheit  der  Tabakspflanze '). 

Centralblatt  fiir   Bakteriologie  untl  l'arasiteiikunde,  Jena,   1 1.  Abteiluiig,   \.  Kaïul,   1899, 

S.  3'0— 311. 

Ich  bestatige  gern,  dass,  wie  ich  nun  sehe,  die  Prioritat  des  Yersuches  mit  dem 
Bougiefiltrat  Herrn  I  w  a  n  o  w  s  k  y  zukommt  =)  :  beim  Abfassen  meiiier  Arbeit 
kannte  ich  seine  und  Herrn  Poloftzoff's  Abhandlungen  nicht. 

In  Bezug  auf  die  Unterscheidung  von  »Mosaik«-  und  »Pockenkraiikheit« 
wiinsche  ich  Folgendes  zu  bemerken: 

Dass  die  braunen  abgestorbenen  Gewebeflecke  sehr  oft,  wenn  auch  nicht  inmier, 
das  Ende  der  Mosaikkrankheit  bezeiclmen,  bleibt  meine  Meinung.  Dass  die  Tran- 
spiration  deren  Entstehung  begunstigt,  kann  ich  durchaus  bestatigen.  Ebenso,  dass 
ahnliche  »Pocken«  unabhangig  von  der  Mosaikkrankheit  entstehen  können.  Ich  kann 
dafiir  selbst  eigene  spezielle  Versuche  anführen.  Als  ich  namiich  noch  in  derjenigen 
Periode  meiner  Untersuchung  war,  wo  ich  glaubte,  dass  Bakterien  oder  deren  Abso;i- 
derungsprodukte  die  Mosaikkrankheit  verursachen,  begann  ich  schon  die  Pflanzen 
mit  allerlei  cheniischen  Kürpern  cinzuspritzen.  Die  Meinung,  dass  die  Krankheit  zu- 
niichst  eine  Chlorophyllkrankheit  ist,  veranlasste  mit  Stoffen  zu  experimentieren, 
welche  Eisensalze  binden.  Dabei  sah  ich,  dass  Ferrocyankalium  besonders  geeignet 
ist,  »braune  tote  Gewebeflecke«  zu  erzeugen,  ahnlich  denjenigen,  welche  ich  so  oft 
ani  Ende  der  Mosaikkrankheit  gesehen  batte,  jedoch  sind  sie  gewöhnlich  ausgedehn- 
ter.  Tannin  kann  dieses  ebenfalls  tliun,  wenn  auch  erst  bei  sehr  hoher  Konzentration, 
z.  B.  bei  der  Einspritzung  5-proz.  Lösungen.  Dasselbe  verursacht  dann  noch  ijberdies 
Blattdeformationen,  welche  denjenigen  der  Mosaikkrankheit  insoweit  Jihidich  sind, 
dass  auch  dabei  Hennnung  des  Langenvvachstums  der  Blattnerven  \cirkoinint.  Be- 
kanntlich  zeigen  auch  die  weiBen  Partieen  albicater  Blatter  oft  ein  vorzeitiges  Ab- 
sterben  der  Gewebe,  besonders  bei  starker  Transpiration,  und  es  ware  leicht,  noch 
andere  Beispiele  für  die  Entstehung  solcher  Erscheinungen  namhaft  zu  machen.  Dass 
die  »toten  Flecke«  nicht  den  Hauptcharakter  der  Krankheit  bezeichnen  und  dabei 
ganzlich  fehlen  können,  habe  ich,  wie  Herr  T  w  a  n  o  w  s  k  y  selbst  hervorhebt,  auch  in 
nieiner  Abhandlung  gesagt. 

.Mein  Agarversuch  erscheint  Herrn  I  \v  a  n  o  w  s  k  y  nicht  als  einwandsfrei.  Da 
er  nicht  sagt  weshalb,  will  ich  selbst  eine  Einwendung  dagegen  hefvorheben.  Mehrere 


')  Dies.  Centralbl.   Bd.  V.   No.  8.  p.  250. 

')   Die  Stelle    findet   sich :    Mélanges   Biologiques.  T.  XUI.  \>.  -'37    und     Bulletin   dr 
l'Acad.   Impér.   d.  se.  de  St.  Pétersbonrg.  T.  XXX\'    1804    p.  67. 
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Mikroben  wachsen  ziemlich  tief  in  Agar-Agar  hinein  und  könnten  so  dein  oberflacli- 
lich  liegenden  Virus  einen  Weg  bahnen,  um  in  die  Tiefe  zu  dringen  ohne  eigentliche 
Ditïusion.  Da  ich  dieses  im  vorliegenden  Falie  als  möglich  voraussetzte,  experinien- 
tierte  ich  derart,  dass  darin  keine  Fehlerquelle  liegen  konnte,  namlich  durch  den  Ge- 
braucli  von  sterilem  Saft  kranker  Pflanzen.  Ich  erhielt  diesen  auf  zwei  Weisen,  i.  als 
Bougiefiltrat,  2.aus  steril  kultivierten,  krankenSprossen.  Solche  sterile  kranke  Sprosse 
sind  leicht  dadurch  zu  erhalten,  dass  man  eine  Pflanze  unter  einer  Glasglocke  auf- 
wachsen  lasst.  Selbst  die  Oberfliiche  der  Bliitter,  worauf  gewöhnlich  viele  Boden- 
bakterien  vorkommen,  bleibt  dabei  völlig  steril,  weil  die  jungen  Bliitter  aus  dem  \'ege- 
tationspunkt  steril  hervorsprossen  und  dann  spiiter  nicht  mehr  infiziert  werden.  Mit 
dem  völlig  keimfreien  Agar  aus  der  Tiefe  konnte  die  Krankheit  erzeugt  werden,  so 
dass  ich  die  Diffusionsfjihigkeit  des  Virus  als  sichergestellt  betrachten  niuss. 

Hier  will  ich  noch  hervorheben,  dass  weder  der  Wundreiz  allein,  noch  Ein- 
spritzungen  mit  Leitungswasser,  mit  dem  Safte  völlig  gesunder  Pflanzen  oder  mit 
Nicotinlösungen  die  Mosaikkrankheit  verursachen. 

Da  die  übrigen  Angaben  von  Herrn  Iwanowsky  nur  eine  Bestatigung  und 
Erweiterung  meiner  Angaben  bringen,  ohne  die  Frage  zu  vertiefen,  verschiebe  ich 
eine  weitere  Besprechung  des  durchaus  noch  nicht  erschöpften  Gegenstandes  bis  aut 
spSter. 


Ueber  Glukoside  und  Enzyme  in  den  Wurzeln 
einiger  Spiraeaarten. 

Centralblatt  fiir  Bakteriologie  und  Farasitenkunde,  Jena,   1 1.  Ableiliing.   \'.  Band.   1899, 

S.  425—429. 

Dic  \\  urzeln,  die  Rhizome  und  die  uiUeren  Teile  des  Krautes  von  S  p  i  r  a  e  a 
u  1  in  a  r  i  a  ,  S.  f  i  1  i  p  e  n  d  u  1  a  und  S.  p  a  1  m  a  t  a  enthalten  ein  Glukosid, 
Gaultherin,  und  ein  Enzym,  Gaultherase,  vvelche  bei  der  Vermischung  Methylsalicylat 
(Gauitheriaöl)  erzeugen.  Bei  S.  kamschatica  enthalten  die  alteren  Wurzeln  und 
Rhizomteile  ebenfalls  Gaultherin,  jedoch  gesellt  sich  in  den  jüngeren  Teilen  dazu  ein 
zweites  Glukosid,  Spirain,  welches  durch  Einwirkung  von  Gaultherase  Salicylaldehyd 
abspaltet.  Spirain  und  Gaultherase  finden  sich  ebenfalls  in  den  oberirdischen  kraut- 
artigen  Teilen  von  S.  u  1  m  a  r  i  a. 

Gaultherin.  Das  Glukosid  des  Gaultheriaöls,  scheint  schon  im  Jahre  1844 
von  P  r  o  c  t  o  r  in  der  Rinde  von  Betuia  lenta  L.  erkannt  zu  sein  (siehe  unten). 
Zur  Darsteliung  desselben,  allerdings  in  rohem  Zustande,  verfahre  ich  folgender- 
massen:  W'urzelknollen  von  Spiraea  filipendula  werden  vorsichtig  und  ohne 
Zerquetschung  der  Gewebe  in  Scheiben  geschnitten  und  diese  allinahlich  in  stark 
kdchendes  Wasser  oder  in  kochenden  Alkohol  eingetragen.  Das  Enzym  wird  dadurch 
vernichtet,  wiihrenfl  das  Glukosid  in  Lösung  geht.  Durch  Eindampfen  dieser  Lösung 
enthalt  man  eine  klebrige  Masse,  worin  das  Glukosid  im  amorphen  Zustand.  Durch 
wiederholtes  Extrahieren  mit  Alkohol,  Filtrieren  und  Eindampfen  konnte  dasselbe 
nicht  zur  Krystallisatiun  gebracht  werden,  so  dass  es  noch  nicht  in  reinem  Zustand 
bekannt  ist. 

Gaultherase.  Zur  Darsteliung  dieses  Enzyms  werden  die  lebenden  Wurzeln 
von  Spiraea  filipendula  nach  vorhergehender  roher  Zerkleinerung  in  einem 
Mörser  langsam  und  völlig  bei  Zimmertemperatur  ofler  gelinder  Warme  zerriel)en. 
Dadurch  werden  die  Zeilen  geöffnet  und  das  Glukosid  und  das  Enzym,  welche  in  den 
Zeilen  getrennt  vorkommen,  kommen  miteinander  in  Beriihrung,  wodurch  das  Glu- 
kosid gespalten  wird.  Wenn  man  annimmt,  dass  die  Reaktion  beendigt  ist,  wird  die 
teigige  Masse  entweder  sofort  oder  nach  vorheriger  Extraktioii  mit  Alkohol  bei  Brüt- 
temperatur  getrocknet  und  pulverisiert.  Man  erhalt  dabei  ein  geruchloses  Pulver, 
welches,  mit  dem  rohen  Glukosid  in  wJisseriger  Lösung  zusammengebracht,  sofort 
Gauitheriaöl  entwickelt. 

Wird  das  enzymhaltige  Pulver  mit  Wasser  extrahiert,  das  Extrakt  mit  Alkohol 
pracipitiert  und  das  Pracipitat  abfiltriert  und  getrocknet,  so  erhalt  man  ebenfalls  ein 
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aktives    enzyiiihaltiges    Praparat.     Das    Enzym    ist    also    in    Wasser    löslich    und    wiril 
weder  durch  Trocknen  noch  durth  starken  Alkohol   vernichtet. 

Salicin  und  Amygdalin  werden  durch  das  Enzym  nicht  gespalten,  woraus  her- 
vorgeJit,  dass  dasselbe  nicht  identisch  mit  Emulsin  sein  kann,  sondern  einen  neuen 
Enzymtypus  darstellt.  Hiermit  in  Uebereinstimmung  ist  das  Emulsin,  aus  sussen 
Mandehi  dargestellt,  auch  ohne  W'irkung  auf  Gauhherin. 

Gaultheriaöl.  Zur  Darstellung  desselben  verfahrt  man  genau  so,  als  db  man 
das  Enzym  anfertigen  wollte,  destilliert  aber  die  zerriebene  Masse  mit  einem  Wasser- 
dampfstrome  über.  lm  wasserigen  Destillat  ist  das  Oei  zu  ca.  o,i  Proz.  löslich;  ist 
diese  Grenze  erreicht,  so  sinkt  es  in  schweren  Tropfen   im  Wasser  zu   Boden. 

Das  Gaultheriaöl  wurde  im  Jahre  1843  zum  ersten  Male  dargestellt  durch  Ca- 
h  o  u  r  s  ')  aus  der  Ericacee  G  a  u  1  t  h  e  r  i  a  p  r  o  c  u  m  b  e  n  s  L.  Im  Jahre  1844  be- 
reitete  P  r  o  c  t  o  r  das  Oei  aus  der  Rinde  von  B  e  t  u  1  a  1  e  n  t  a  L.  und  machte  es, 
wie  oben  schon  angedeutet,  wahrscheinlich,  dass  es  darin  nicht  vorgebildet  ist,  sondern 
durch  die  Hydrolyse  eines  Glukosids  entsteht,  weiehes  er  Gaultherin  nannte-). 
Bourquelot,  welcher  Methylsalicylat  aus  dem  Blütenstand  von  Monotropa 
h  V  p  o  p  i  t  V  s  erhielt  '),  \  ernnitet,  dass  Pr  o  c  t  n  r's  Gaultherin  in  dieser  Pflanze 
vorkommt  und  Ursubstanz  des  Oels  sei. 

Im  Jahre  1874  zeigte  N  i  e  t  z  k  i  ^).  dass  sich  aus  den  Wurzeln  und  den  unteren 
Teilen  des  Krautes  von  S  p  i  r  a  e  a  u  1  m  a  r  i  a  Gaultheriaöl  darstellen  liisst.  Da  er 
jedoch  nicht  wusste,  dass  das  Oei  durch  Spaltung  eines  Glukosids  entsteht,  wahlte  er 
CU1  schlechtes  Verfahren  zur  Darstellung  desselben,  niimlich  durch  direkte  Destil- 
lation,  wahrend  er  zuvor  das  Material  völlig  Iiatte  zerreiben  mussen.  Er  erhielt  des- 
halb  aus  20  Pfund  U  1  m  a  r  i  a  wurzeln  nur  eben  genug,  um  sicher  zu  zeigen,  dass  das 
Oei  mit  .Salicvlsaure,  und  mit  einigem  Zweifel,  dass  dasselbe  mit  Kali  Kaliumsalicylat 
und  Methylalkohol  liefert. 

S  c  h  n  e  e  g  a  n  s  und  G  e  r  o  c  k  ■')  fanden,  dass  Gaultlu-riaiil  auch  aus  den 
Blütenknospen   \(iii   .S  p  i  r  a  e  a  u  1  ni  a  r  i  a  zu  gewinnen   ist''). 


')   Journal   de   Pliarniacic  et  de  Cliimie.  Mai   1843. 

')   The  American   Journal  of  Pharmacy.  T.  X\'.   1844.  Jaiiuar.  p.  J41. 

■■•)    Comptcs  rendus.  T.  CXIX.   1874.  p.  80J. 

■*)  UcbiT  das  iitheriscbc  Oei  dor  'W'nrzcl  vim  Spiraea  nlinaria  (.\rcliiv  (Kr  l'h.ir- 
macic.  Jahrg.  LUI.   1874.  p.  42g). 

^)   Journal  der  Pharmacic  fiir  ElsaB-l.otlirinKfn.   1802.  p.  3  u.  55. 

")  Gaultheriaöl  wurdc  hisher,  auBcr  in  dtn  im  Text  genanntcn  Spiriicn,  nach 
E.  Krcmers  und  Marllia  M.  James  (On  the  occurencc  of  Mcthylsalicylate,  Pliar- 
maceutical  Review.  \'(>1.  XVI.  1808.  i).  100)  aus  den  folgendcn  Pflanzen  bercitct:  Bo- 
tulaccae:  Hetula  Ie  ti  t  a  (»l''roin  specimens  of  the  bark.  collccted  by  Prof.  T  r  vi  e  it 
becomcs  apparent  tliat  the  Klucosid  yieldins  mcthylsalicylate,  is  containcd  not  only  in 
the  bark  of  the  stem,  the  branches  and  the  twifis,  but  of  the  roots  as  wcll«);  Lau- 
raceae:  I.indcra  benzoin:  T^rytbroxylaccae:  Erythroxylon  coca;  Polysalaccae: 
Polygala  senoKa.  P  H  a  1  d  w  ui  i .  I'.  v  a  r  1  al)  i  1  i  s  .  P,  olcifera,  P.  javana,  P.  ser- 
pillacea,  P.  calcarca,  P.  depressa,  P.  viiluaris;  Pyrolaceac:  Monotropa  liy- 
popitys;  Ericaceac:  Gaultberia  procumbcns.  G.  f  r  a  na  n  t  i  ssi  m  a  (=  G.  pnnc- 
tata.  =  (;.  Icscb  cnaultii)  und  G.  leucocarpa.  Sawcr  (OdorOKrapbia,  2 "<*  Series. 
p.  340.  I.ondon  1804)  ervv;ihnt  noch  Ganlthcria  odorata  Humb.  und  G.  serpylli- 
folia  Pursh.  Die  Kenntnis  der  hier  referiiTten  .MiliandbniKeii  verdanke  icli  l'rof. 
Wi  j  s  ni  a  11    in    I.ciden. 
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Spiriiin.  Pagenstecher  hatte  aus  den  Blüten  von  Spiraeaulmaria 
schon  im  Jahre  1834  Salicylaldehyd  gewonnen')  und  Wicke  zeigte-),  dass  Salicyl- 
aldehyd  ebenfalls  entsteht  bei  der  Destillation  des  Krautes  dieser  Pflanze,  sowie  von 
S.  f  i  I  i  p  e  n  d  u  1  a  ,  S.  d  i  g  i  t  a  t  a  und  S.  I  o  b  a  t  a.  Er  vermutete,  das  Oei  komme 
darin  nicht  fertig  gebildet  vor,  sondern  es  sollte  aus  »Salicin«  abgespalten  werden. 

Als  ich  im  Miirz  1898  bemerkte,  dass  sich  aus  den  unterirdischen  Teilen  von 
Spiraea  kamschatica  sowohl  Salicylaldehyd  wie  Gaultheriaöl  darstellen  lasst, 
legte  ich  mir  die  Frage  vor,  wie  das  Salicylaldehyd  darin  vorkommt.  Es  ergab  sich, 
dass  bei  gleicher  Behandlungsweise,  wie  fiir  das  Gaultherin  angegeben,  aus  den  al- 
taren Rhizomteilen  und  den  daran  vorkommenden  Wurzeln  nur  Gaultherin  erhalten 
wird,  und  dass  die  jüngeren  Teile  dabei  ein  anderes  Glukosid,  entweder  allein  oder 
mit  Gaultherin  gemischt,  ergeben.  Dieses  Glukosid  konnte  ebenfalls  nur  ainorpli  er- 
halten  werden  und  mag  Spirain  genannt  werden,  ^^'ird  die  wiisserige  Lösung  des- 
selben  mit  Gaultherase  zusammengebracht,  so  wird  Salicylaldehyd  abgespalten.  Emul- 
sin  zerlegt  dasselbe  nicht.  Es  ist  nach  diesem  Befund  wohl  nicht  daran  zu  zweifeln, 
dass  auch  in  Spiraea  ui  m  aria  die  beiden  Glukoside  Spir.Hiii  und  Gaultherin 
nebeneinander  vorkommen. 

Merkwürdigerweise  geht  aus  der  Beschreibung  von  Wicke  hervor  (1.  c.  p.  176), 
dass  im  Destillate  des  Krautes  von  Spiraea  aruncus  Cyanwasserstoft'saure,  je- 
doch  ohne  gleichzeitige  Gegenwart  eines  atherischen  Oeles,  vorkommt.  W  i  c  k  e 
schreibt  dieses  der  Zersetzung  von  »Amygdalin«  zu.  \\'eil  er  jedoch  nachdrücklich 
sagt,  dass  er  im  Destillat  der  Spiraen  entweder  nur  Blausaure  oder  Salicylaldehyd 
erhalten  hat,  und  Benzaldehyd  ihm  natürlich  nicht  entgangen  sein  würde,  ist  die 
Gegenwart  von  gewöhnlichem  Amygdalin  oder  von  einem  Salicylaldehyd  abspaltenden 
»Amygdalin«  in  den  Spiraen  vorlaufig  nicht  anzunehmen.  Da  ich  bei  der  Spaltung 
von  Gaultherin  und  Spirain  keine  Blausaure  nachweisen  konnte,  ist  die  Herkunft  des- 
selben  noch  unerklart  und  fordert  zu  weiteren  Untersuchungen  auf. 

Die  biologische  Bedeutung  der  hier  besprochenen  Körper  dürfte  klar  genug  sein. 
Die  Wurzeln  von  Spiraea  filipendulaz.  B.  sind  essbar,  sobald  das  Oei  daraus 
entfernt  und  der  hohe  Tanningehalt  verringert  ist.  Es  ist  darum  sehr  wahrscheinlich, 
dass  das  stark  riechende  Öl  der  Pflanze  Schutz  verleiht  gegen  nagende  Insekten,  viel- 
leicht  auch  gegen  Feldmause.  Dass  es  für  die  Pflanze  wichtig  ist,  so  flüchtigeöle,  wie 
Methylsalicylat  und  Salicylaldehyd  nicht  fertig  gebildet  zu  enthalten.  sondern  erst  im 
Momente  des  Bedürfnisses  in  Freiheit  zu  setzen,  liegt  auf  der  Hand,  und  wie  konnte 
dieses  besser  erreicht  werden,  als  durch  die  Gegenwart  eines  Enzyms,  welches  getrennt 
vom  Glukosid  vorkommt,  jedoch  im  Augenblick  einer  Verwundung  sich  damit  mischt 
und  dann  auch  sofort  das  Öl  in  Freiheit  setzt  ?  Bekanntlich  findet  auch  dasselbe  statt 
bei  anderen  glukosidhaltigen  Pflanzen,  wie  z.  B.  bei  vielen  Cruciferen  und  der  Kapu- 
zinerkresse,  worin  ebenfalls  lokalisiert  ein  Enzym,  das  Myrosin,  und  gewisse  Gluko- 
side vorkommen,  welche  bei  der  Verwundung  zu  einer  Reaktion  Veranlassung  geben, 
wobei  ausserst  scharf  schmeckende  oder  riechende  Körper  in  Freiheit  gesetzt  werden, 
welche  zu  der  Gruppe  der  Senföle  gehören  und  von  welchen  man  annehnien  muss, 
dass  sie  Insekten  oder  andere  Tiere  fernhalten. 


')   Journal  fiir  praktische  Cheniic.   Bd.  LIX.   1834.  p.  51. 

-)   Zur    Physiolosie    der    Spiraen    (Annalen    der  Chemie    iind   I'liarniacic.    Bd.  LV^I. 
185-'-  p.  I7.=;). 
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Zu  dieser  mchr  uder  weniger  wahrscheiiilichen  Funktion  der  flüohtigen  Oele  aus 
den  Glukosiden  koniite  ich  noch  eine  andere  Wirkung  derselben  feststellen,  welche 
ich  hier  kurz  angeben  will.  Es  handelt  sich  uni  die  ^\'irkung  derselben  auf  gewisse 
Mikroben,  besonders  auf  Saccharomyceten  und  gewisse  Schimmelarten.  In  bestimmten 
Fallen  ist  diese  Wirkung  eine  erstaunlich  intensive.  So  sind  z.  B.  ausserst  geringe 
Spuren  des  Kapuzinerkressenöls  zureichend,  um  das  Wachstum  von  Saccharo- 
m  y  c  e  s  m  y  c  o  d  e  r  m  a  vollstandig  zu  unterdrücken.  Weil  dieses  Oei  auf  Milch- 
SHurefermente  und  Essigbakterien  viel  weniger  heftig  einwirkt,  l.ïsst  sich  darauf  eine 
Methode  gründen  zur  physiologischen  Selektion  dieser  Bakterien  aus  Materialien, 
welche  zu  gleicher  Zeit  Kahmpilze  enthalten.  Für  die  Haushaltung  ist  diese  Bc- 
merkung  insoweit  wichtig,  weil  darin  die  Erklarung  gegeben  ist  für  den  Gebrauch 
von  Samen  der  Kapuzinerkresse  (auch  weisse  Senfsamen  sind  dafür  zu  verwenden), 
um  der  Kahmbildung  auf  saneren  Gurken  und  anderen  ahnlichen  Konserven  vorzu- 
beugen. 

G  a  d  a  ni  e  r's  Ansicht  (Archiv  d.  Pharmacie,  Bd.  CCXXXVII,  1898,  p.  iii), 
nach  welcher  das  Glukosid  der  Kapuzinerkresse  Benzylsenföl  abspalten  soll  (das  hier- 
bei  wirksame  Enzym  ist,  wie  gesagt,  Myrosin),  kann  ich  nicht  beipflichten,  denn  der 
\'ersuch  lehrte,  dass  Benzylsenföl  erst  in  sehr  viel  grosseren  Quantitaten  das  Wachs- 
tum von  Sacch.  mycoderma  aufhebt,  wie  das  natürliche  Kressenöl  (Benzyl- 
rhodanid  und  Benzylcyanid  wirken  noch  viel  schwacher).  Auch  gelang  es  nicht,  das 
natürliche  Kapuzinerkressenöl  unzersetzt  zu  destillieren ;  es  spaltete  dabei  Schwefel 
ab  und  wurde  in  Bezug  auf  S.  mycoderma  viel  weniger  aktiv.  Ich  habe  Ursache, 
zu  vermuthen,  dass  hier  ein  Oxybenzylsenföl  vorliegt. 

Da  es  sich  herausgestellt  hat,  dass  auch  das  Gaultheriaöl  das  Wachstum  des 
Kahmpilzes  schon  bei  einer  Konzentration  von  0,1  Proz.  (ungefahr  soviel  lost  sich  im 
Wasser)  verhindert,  nehme  ich  an,  dass  eine  weitere  Funktion  der  hier  in  Betracht 
kommenden  Körper  das  Fernhalten  pflanzlicher  Parasiten  aus  der  Gruppe  der  Pilze 
sein  niuss,  und  es  friigt  sich,  ob  diejenigen  Glukoside  und  ihre  Enzyme,  welche  unter 
bestimmten  Bedingungen  dergleichen  intensiv  wirkende  Körper  in  Freiheit  stellen 
können,  nicht  in  technischer  Beziehung  für  den  Ptlanzenschutz  im  Grossen  nützlich 
werden  könnten.  In  physiologischer  Beziehung  betrachte  ich  solche  Glukoside,  wie 
Gaultherin  und  Spirain,  einstweilen  als  Endprodukte  des  Stofifwechsels,  ahnlich  wie 
die  Gerbstoffe,  mit  dem  Unterschiede  aber,  dass  der  bei  ihrer  Spaltung  freikommende 
Zucker  zur  Ernahrung  der  verwundeten  Gewebe  wird  dienlich  sein  können. 


On  the  Formation  of  Indigo  from  the  Woad 
(Isatis  tinctoria)''. 

Proceedings  of  the  Section  <>{  Sciences,   Kon.  Akadeniie  van  Wetenschappen,  Amster- 
dam, Vol.  II,   1809,  blz.  I20~ijr,.  —  X'erscheen  onder  den  titel   »Ovcr  de  indigovorming 
uit    de    Weede    (Isatis  tinctoria).    in    Verslagen    Kon.  Akademie    van    Wetenschappen 
Wis-en  Natuurk.  Afd.,  .Amsterdam,  Deel  VU,   1899,  blz.  91— 99. 

Some  years  ago  I  wished  to  become  acquainted  with  the  so-called  «indigo-fermen- 
tation«,  about  wliich  nearer  particulars  had  been  communicated  by  Mr.  .'Mvarez. 
He  examined  Indigofera  and  says'): 

»If  a  decoction  of  the  plant  is  prepared  and  sterilised  after  passing  it  into  test-" 
tubes  or  Pasteur's-flasks,  the  reddish  colour  of  the  liquid  remains  many  months  un- 
changed  without  the  appearance  of  indigo.  But  if  some  microbes  of  the  surface-mem- 
brane  of  an  ordinary  indigo-fermentation  are  adiled,  as  also  the  special  active  bacterv 
of  it  in  an  isolated  condition,  after  some  hours  an  abundant  indigo-formation  is  ob- 
served.« 

Ithen  triedtomakefrom  \voad(/.'a(/.f  tnicturiaj.ht  which.according  to  the  Iiterature, 
indican,  i.  e.  the  same  indigo-producing  substance  as  in  the  other  indigo-plants  should 
be  present,  a  decoction  with  which  I  might  repeat  the  experiment  of  .Mvarez.  But  I 
could,  neither  by  boiling,  nor  by  extraction  at  low  temperature,  obtain  from  this  plant 
a  sap  which  remained  unchaiiged  at  the  air.  Constantly,  after  a  .sort  time,  indigo 
will  separate  out  of  it,  without  there  being  any  question  of  the  influence  of  bacteria 
or  enzymes,  so  that  the  word  »indigo-fermentati(in«  would  here  be  quite  misplaced. 
Neither  do  purposely  added  bacteria  or  enzymes  favour  the  indigo-formation  fr<im 
woad-decoction. 

Later,  however.  1  was  enabled  to  convmcc  myself  that  the  statement  of  /Mvarcz 
is  correct,  as  well  with  regard  to  the  decoction  of  Indigofera  leptostachya  as  to  th.it 


')  It  was  first  niy  intcntion  to  treat  »On  tlie  function  of  enzymes  and  bacteria 
in  the  formation  of  indigO'".  I  have  declined  this  plan  for  the  moment,  and  givc  now 
only  part  of  my  e.xperiments,  because  I  see  that  also  Mr.  Haze  winkel,  of  the  Ex- 
perimentstation for  Indigo  at  Klatcn,  Java,  has  obtained  important  results  about  that 
very  subject,  which  results,  for  particular  reasons,  have  however  been  imparted  till 
now  to  a  few  experts  only.  Yet  I  cannot  avoid  mentioning  some  facts,  found  by  me, 
the  priority  of  which  perhaps  pertains  to  Mr.  Hazewinkel,  without  niy  being  able 
to  acknowledge  bis  claim.  One  indiscretion,  however,  I  am  obliged  te  commit:  Mr. 
Hazewinkel  has,  already  before  me,  established  the  fact,  that  by  the  action  of  the 
indigoenzyme  and  of  acids  on  indican,  indoxyl  is  produced. 

')   Comptes  rendus,  T.  105,  pag.  287,   1887. 
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of  Polygonum  iinclorium  '),  for  which  latter  plant  the  same  fact  as  described  by  Al- 
\arez,  has  also  been  established  by   Molisch  -). 

So  it  was  evident  that  the  indigo-plants  must  belong  to  two  physiologically  dif- 
ferent groups,  and  I  subjected  the  concerned  chromogenes  to  a  further  examination 
with  the  following  results. 


I.  The  Chromogene  of  the  Indigo-f'lants  is  I ndoxyl  ar  hidican. 

The  chromogene  of  woad  is  not  as  is  usually  accepted  indican,  but  the  very  in- 
stable  indoxyl  C'H'NO.  Indigofera  leptostachya  and  Polygonum  tinctorium,  on  the 
contrary,  contain  the  constant  glucoside  indican,  the  constituents  of  which  are,  in 
accordance  with  the  supposition  of  Marchlewski  and  Radclifïe  ^),  indoxyl  and  sugar, 
which  has  first  been  brought  to  certainty  by  Mr.  Hazewinkel,  and,  without  my  know- 
ing  of  his  experiments,  by  myself.  Woad,  as  an  »indoxyl-plant«  containing  no  in- 
digo-glucoside,  wants  also  an  enzynie  to  decompose  it.  The  two  mentioned  »indican- 
plants«,  on  the  other  hand,  do  contain  such  an  enzyme,  which  had  already  in  1893  been 
rendered  probable  by  Mr.  van  Lookeren  Campagne  with  regard  to  Indigofera^).  I 
have  prepared  this  enzyme,  albeit  in  a  very  impure  state,  in  rather  great  quanlity  and 
1  hope  afterwards  to  describe  the  experiments  made  with  it. 

The  important  difference  between  »indoxyl-«  and  »indican  plants«  beconies  parti- 
culary  clear  when  comparing  the  different  extraction  methods.    Thereof  what  follows. 

If  »indican-plants«  are  extracted  with  water  below  tlie  temperature  at  which  the 
indigo-enzyme  becomes  inactive,  for  instance  below  40"  C.  or  50°  C.  (»cold  extrac- 
tion»), and  under  careful  exclusion  of  air,  an  indoxyl-solution  is  obtained.  If,  however, 
the  same  »indican-plants«  are  extracted  by  boiling  (»decoction«),  the  indigo-enzyme 
will  be  destroyed,  and  independently  of  renioval  or  access  of  air,  an  indican-solution 
results,  which  can  be  kept  perfectly  unchanged  when  microbes  are  excluded,  but  either 
by  the  separately  prepared  indigo-enzyme,  or  by  certain  bacteria  or  yeasts,  or  also  by 
boiHng  with  acids,  it  can  be  converted  into  the  constituents  indoxyl  and  sugar.  I  have 
prepared  from  it  the  crude  indican  in  a  dry  state,  by  evaporating  to  dryness  the 
decoctiiins  of  both  Indigofera  leptostachya  and  Polygonum  tinctorium.  The  brown 
matter,  thus  produced,  resembles  sealing-wax,  is  very  brittle  and  can  quite  well  be 
powdered. 


')  Mucli  niaterial  of  this  Indigofera,  as  well  l'iill  Krown  plants  as  secds.  I  o\\  c  to 
tlic  kindness  of  Mr.  van  Lookeren  Campagne  of  Wagcningcn.  This  interesting 
plant,  a  native  of  Natal,  has  been  cultivatcd,  very  rich  in  indican,  in  the  open  ground 
in  the  I.aboratory-sardcn  at  Delft:  at  Waneningi'ii  sevrrnl  specimens  liad  (irown  this 
summer  to  more  than   1.5  M.  lieiKlit. 

Polygonum  tinctorium  comes  from  Cliina  .iiid  is,  as  tlu-  \s(ia(l,  in  the  secd-commercc 
of  Vilmorin  in  Paris. 

')  Sitzungsber.  d.  Akad.  d.  Wissensch.  zu  Wien.  Math.  Natiiru.  Klasse,  Bd.  107, 
pag.  758,   l8()8. 

')  Journ.  Soc.  for  chcni.  Industry,  T.  87.  pag.  430,  1898;  Chem.  Ccntralblatt,  Bd.  65, 
pag.  204,  i8()8.  With  thankfnlness  I  rcmcmbcr  the  aid  Icnt  me  by  my  chcniical  colleagues 
Hoogewerff  and   Behrcns  in   the  determination  of  in<lo.xyl 

*)   Verslag  omtrent  onderzoekingen  over  indigo,  pag.  i_>,  .Sainarang   iSoj. 
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Woad  on  the  contrarv,  as  an  »indijx\i-plaiit«,  huth  by  »culd  e.\traction«  and  by 
»decoction«  ahvays  gives  the  saine  produce  i.  e.  an  indoxyl-solution.  Here,  in  both 
cases,  the  greatest  care  must  be  taken  to  exclude  the  air  in  order  to  prevent  that  the  in- 
doxyl,  which  is  so  easily  oxidised,  is  converted  already  in  the  leaf  itself,  for  then  the 
indigo-blue  is  lost.  Besides,  access  of  air  in  a  dying  wood-leaf  gives  still  in  another 
way  caiise  to  loss  of  indoxyl  under  forniation  uf  uiikiuiwn  colourless  and  brown  sub- 
stances. 

A  sufficiënt  removal  of  air  during  the  iireparation  of  the  extracts  is  easily 
eft'ected  in  the  folUiwing  way  'j.  A  well  closing,  vvidemouthed  stoppered  bottle  is  quite 
filled  up  with  woad-leaves,  hot  water  is  poured  in,  the  leaves  are  pressed  together  until 
all  air  is  replaced,  and  the  stopper  is  put  on  so  as  not  to  leave  the  smallet  air-bubble. 
By  the  exclusion  of  the  air,  together  with  high  temperature,  the  leaves  soon  die  and 
alreadv  after  a  few  hours  a  clear,  light  yelluw  liijnid  can  be  decanted,  which  is  rich 
in  indoxyl.  If  some  alkali  is  added  and  air  blown  through,  the  indigo-blue  preeipitates, 
the  colour  of  which  appears  only  pure  after  acidificaticn.  In  a  suR'icient  time  cif  ex- 
traction there  can  be  thus  obtained  from  wuad  a  liquid  of  which  tlie  proportion  of  in- 
doxyl, according  to  Reinwardt  -)  who  in  i8i  j  applied  the  decoction-method  on  a  rather 
large  scale,  answers  to  0.3  pCt.  »pure  indigo*  for  the  fresh  leaves,  which,  as  he 
remarks,  might  rise  to  the  doublé  amount  in  the  South.  If  we  consider  that  the  in- 
doxyl is  especially  concentrated  in  the  youngest  organs  still  in  a  state  of  cell-par- 
tition,  that  it  diminishes  considerably  in  full  grovvn  parts,  and  is  alniost  or  wholly  ab- 
sent in  old  leaves,  we  must  conclude  that  the  youngest  organs  may  contain  more  than 
0.3  pCt.  indigo.  .As  the  woad-leaves  contain  about  83  pCt.  water  this  would  correspond 
to  a  little  less  than  2  pCt.  indoxyl  in  the  dry  matter  •''). 

The  indoxyl-containing  sap,  whether  prepared  by  »cold  extra.xtion«  from  the  iu- 
dican-plants  or  by  decoction  from  the  indoxyl-containing  woad,  has  the  following 
characteristics.  It  is  a  light  yellow,  in  cold  greenish  fluorescent  fluid;  at  waritiing 
the  fluorescence  diminishes  and  comes  back  at  cooling.  The  reaction  is  feebly  but 
distinctly  acid,  of  course  not  by  the  neutrally  reacting  indoxyl  but  by  organic  acids. 
At  the  air  a  copper-red  film  of  indigo-blue  is  formed  at  the  surface  of  the  liquid. 

2(C»H-N0')  +  02  =  C»''H"'N-0=  -f-  2H2O, 

but  this  üxidation   follows  so  slowly  in  the  feebly  acid  solutions,  that  evaporating  to 
dryness  at  the  air  is  possible  without  too  much  loss  of  indoxyl.    The  indoxyl  itself  is 


')  Tbc  tccbnical  preparation  of  indigo  fruni  u  oad  is  dcscribcd  iii  (.;iol)crt,  Traitó 
sur  Ie  Pastel,  Paris  1813,  and  in  De  Puyniaurin,  Instruction  sur  Tart  d'extrairc 
rindigo  du  Pastel,  Paris   1813. 

')  In  a  report  of  6  December  i8i_'  tu  the  President  of  the  Agricultural  Coinittoc 
for  the  Department  of  the  Zuiderzee,  present  as  a  manuscript  in  tin-  library  ot  tbc 
.■\cademy  of  Sciences,  Amsterdam. 

•)  But  according  to  Georgevics,  Der  Indigo,  pag.  2  and  18,  W'ien  1802.  tbc  rate 
of  indigo  for  woad  would  only  amount  to  0.03  pCt.  In  my  laboratory  Mr.  van  Hasselt 
found  in  three  special  cases  0.05  pCt.,  0.07  pCt.  and  oog  pCt.  mdigo-blue  in  rclation 
to  the  weight  of  tlu-  hving  leaves,  vvhicli  Jatter  aimauit  corresponds  ti>  ca.  0.6  pCt. 
indoxyl   «itli   regard   to   the   dry- weight. 
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soluble   in  water,  ether,  alcohol   anti   chloroform,    in   the  two  last   under   slow   decom- 
position  when  the  air  finds  access. 

As  soon  as  the  liqiiid  becomes  alkaline,  however  feebly,  the  indoxyl  oxidiscs  at 
the  air  with  murh  greater  quickness  to  indigo-blue. 

The  statement  of  Bréaudat '),  that  in  the  sap  olfsalis  there  would  be  present  an 
oxidase,  by  which  this  oxidation  is  effected,  is  not  proved  ;  in  none  of  the  three  indigo- 
plants  I  have  been  able  to  find  an  oxidase  producing-blue  from  indoxyl.  For,  by  pre- 
paring from  the  woad-leaves  »crude  enzyme«  by  finely  rubbing  them  under,  and  ex- 
tracting  them  with  strong  alcohol,  whereby,  after  pressing  and  drying,  a  completelv 
colourless  powder  is  obtained  in  which  all  the  enzymes  must  be  present,  it  is  found 
that  the  oxidising  effect  of  this  »crude  enzyme«  on  an  indoxyl-solution  is  very  slight, 
ceases  soon,  and  does  not  change  by  boiling,  from  which  must  be  concluded  that  the 
oxidation   cannot  be  attributed  to  oxidase,  but  is  of  a  purely  physical   nature  °). 

The  leaves  of  the  indican-plants  give  quite  the  same  result. 

Though  there  originates  during  the  slowly  dying  of  woad-leaves  at  the  air,  a  sub- 
stance  which  gives  rise  to  a  total  destruction  of  the  indoxyl,  yet  about  the  nature  of 
it  I  cannot  express  a  supposition.  If  it  might  prove  to  belong  to  the  group  of  the 
oxidases,  it  is  surely  in  no  other  relation  to  the  formation  of  indigo  from  indoxyl,  than 
that  it  is  very  pernicious  to  it.  For  the  indican-plants  the  same  has  been  observed. 
In  hidigofera  this  destructive  influence  is  so  strong  that  the  »alcohol-experiment«,  of 
which   later,  wholly   fails  with  this  plant. 

Hydrogen-superoxyd,  too,  causes  the  indoxyl  gradually  to  vanish  from  the  So- 
lutions, without  any  coloured  products  originating. 

Strong  acids,  just  as  alkalis,  though  in  far  less  degree,  favour  the  formation  of 
indigo  from  indoxyl,  but  then  part  of  this  substance  constantly  changes  into  a  brown- 
ish-black  matter. 

In  feebly  alkaline  and  in  moderately  acid  Solutions,  indoxyl,  warmed  with  isatine 
gives,  in  absence  of  air,  a  precipitate  of  indigo-red,  which  is  isomeric  with  indigo-blue 

This  precipitate  separates  quickly  out  of  alkaline  solutions  as  fine  red,  from  acid 
ones  as  coarser  dark  crystal-needles  and  can  easily  be  filtered.  It  is  soluble  in  alcohol 
and  so  can  be  separated  from  the  indigo-blue.  On  warming  an  indican  solution  with 
isatine  and  dilute  hydrochloric  acid,  all  the  indoxyl  which  is  set  free  precipitates  as 
indigo-red,  and  I  presume  that  a  good  quantitative  indican  determination  may  be  based 
upon   this   reaction. 

All  the  here  mentioncil  characteristics  of  the  indoxyl-containing  plant-saps  are 
also  announced  in  the  literature  of  the  chemically  prepared  indoxyl,  except  the  con- 
cluct  towards  isatine  and  hydrochloric  aciil  which  lias  pcrhaps  not  been  exarained. 

Natural  indigo  prepared  from  woad,  contains  a  small  quantity  of  indigored ;  but 
whether  this  originates  from  the  same  indoxyl  as  the  blue,  or  from  an  isomeric  indo- 


')   Comptcs  rciidus,  T.  127,  pag.  769,   1898,  en  ']".  ij8,  pag.  1478.   1898. 

')  In  a  small  porcc-lain  vcsscl  the  nicnisc  of  thu  fliiid  furlhcrs  the  oxidation  of 
indoxyl  to  indigo  blue  jiist  in  tlie  sanit-  way  as  »criHli-enzynic«,  strewcd  as  a  powder 
on  the  surface  of  the  liyiiid 
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xyl,  I  cannot  decide.  Indigo-red  I  could  also  find  in  the  indigo  made  trom  indican, 
whether  chemically  by  boiliiig  with  acids,  or  by  bacteria,  or  by  enzymes.  Coiiso- 
quently,  if  two  indoxyls  should  exist,  there  should  also  exist  two  indicans. 


2.  Demonstration  of  Indigo  in  the  Indigo-plants  titemselves. 

For  the  demonstration  of  indigo  in  the  plants  themselves,  Mr.  Molisch  described 
in  1893  his  » alcohol-experiment «  to  which  he  afterwards  repeatedly  recurred  ').  In 
this  experiment  the  parts  of  the  plants  to  be  examined  are  exposed,  in  a  confined 
atmosphere,  to  alcohol-  or  chloroforni-vapour,  for  instance  by  putting  them  into  a 
glass-box,  in  which  a  small  vessel  with  these  substances  is  placed.  Thus  slowly  dying 
all  the  indigo-plants  become  more  or  less  blue,  which  is  perceptible  after  the  chloro- 
phyll  has  been  removed  by  extraction  with  alcohol.  I  found,  however,  that  never  all 
the  present  indoxyl  or  indican  changes  into  indigo.  The  »alcohol-experiment«  suc- 
ceeds  the  best  with  Polygonitm  tinctorium,  where  at  least  most  of  the  indoxyl  changes 
into  indigo.  For  woad  the  result  is  greatly  dependent  on  the  length  of  time  which  the 
experiment  requires,  even  on  the  season,  hut  invariably  only  a  part,  though  it  may 
be  a  great  part,  of  the  indoxyl  passes  into  indigo.  With  Indigofera  only  a  little  indigo 
precipitates  in  the  youngest  leaflets  and  buds,  while  the  older  leaves  become  quite  co- 
lourless  by  the  alcohol-extraction  though  they  are  extremely  rich  in  indican,  so  that, 
for  this  plant,  the  »alcohol-experiment«  is  without  any  value  ^). 

For  woad,  as  an  indoxyl-plant,  the  alcohol-experiment  can  be  improved  by  chan- 
ging  it  into  an  »amoniac-experiment«,  by  which  the  percentage  of  indigo  is  much 
heightened.  If  near  the  woadleaves  in  the  glass-bo.x  a  vessel  with  ammoniac  instead 
of  alcohol  is  placed,  death  follows  almost  instantly.  The  leaves  then  first  become  of  an 
intense  yellow  and  afterwards,  by  the  indoxyl-oxidation,  of  a  deep  blue  colour.  By 
subsequent  extraction  with  alcohol  the  leaves  become  deeply  blue  as  compared  to 
the  lightly  coloured  »alcohol-leaves«.  The  »ammoniac-experiment«  proves  that  »ll 
growing  parts  of  the  woad,  even  the  ruots,  the  rnotbuds'),  the  cotyledons  and  the 
hypocotyl,  contain  indoxyl. 

The  explanation  of  the  »alcohol-experiment«  is,  of  course  different  for  the  diffe- 
rent indigo-plants.  This  explanation  must  at  the  same  time  elucidate  the  following 
fact:  Suddenly  killed  leaves,  fnr  instance  leaves,  which  have  been  kept  in  vapour  of 
100°  C,  do  net  colour  at  the  air,  neither  of  woad,  nor  of  Polygoniim,  nor  of  Indigo- 
fera, why  then  do  they  become  blue  when  slowly  dying  off? 


')  -Sitzungsber.  d.  k.  Akad.  d.  Wiss.  zu  Wien,  Bd.  102,  Abt.  I,  pag.  269,  1803;  Bd.  107. 
pag.  758,  i8q8,  and  Berichte  d.  deutschen  Botan.  Gesellsch.,   Bd.  17,  pag.  230,   1899. 

')  Quite  wrongly  Mr.  Molisch  declares:  »Die  pracisesten  Resultate  erhalt  man 
bei  Indigotera  mit  der  ,Alkoholprobe'«,  and  as  wrong  is  his  assurance  »Durchwegs  war 
zu  bemerken,  dass  die  in  Europa  gezogeneh  Pflanzen  (von  Indigofera)  auflfallend  viel 
weniger  Indigo  liefern  wie  die  tropischen»  (Berichte  d.  deutsch.  Botan.  Ges.,  Bd.  17, 
pag.  231,   1809). 

')  The  production  of  leafbuds  on  the  roots  of  the  woad  seems  nowhere  cise  men- 
tioned.  Other  biennal  Cruciferae  produce  also  rootbuds,  for  exemple  Brassiat  oleraceu 
Sisymbriuni  atliaiia  and  Lunarin  hicnnis. 
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The  answer  for  Polygoniiin  and  Indigofera  lies  partly  at  hand.  By  the  tempera- 
ture  of  the  boiling-point,  the  indigo-enzyme  has  been  killed,  so  the  indican  caii  no 
more  be  deconiposed.  If  slowly  dying,  on  the  contrary,  the  indigo-enzyme  can  become 
active  and  indoxyl  is  formed  ').  But  the  explanation  df  the  second  part  of  the  pro- 
cess,  that  is  the  transformation  of  indoxyl  into  indigo,  —  at  the  same  time  the  only 
point  which  for  woad,  as  an  indoxyl-plant,  requires  our  attention,  —  is  less  clear. 
I  think  that  the  course  is  as  foUows.  In  slowly  dying  leaves  the  indoxyl  changes  into 
indigo-blue,  because,  in  this  form  of  death  of  the  cells,  some  alkali  originates.  In 
suddenly  killed  leaves,  on  the  other  hand,  alkali-formation  does  not  occur,  they  do  not 
grow  blue,  and  the  indoxyl  disappears  in  another  way. 

If  in  the  leaves  of  indigo-plants  the  presence  of  an  oxidase,  acting  on  indoxyl, 
could  be  demonstrated,  this  would  certainly  explain  quite  well  the  action  of  higher 
and  lower  temperatures.  But,  as  I  said,  I  could  not  convince  myself  of  its  existence, 
so  that  I  am  necessarily  led  to  the  alkali-hypothesis. 

The  cause  of  the  great  lack  of  indigo-blue  which,  as  above  observed,  diminishes 
the  value  of  the  »alcohol-experiment«,  lies  in  the  fact,  that  during  the  slowly  dying  tf 
the  leaves  at  the  air,  a  considerable  quantity  of  indoxyl  is  lost  in  an  unknown  way. 
And  in  this  circumstance  I  see  one  of  the  reasons  why,  in  woad-leaves,  there  is  pro- 
duced  so  much  more  indigo  by  the  »ammoniac-experiment«  than  by  the  »alcohol-ex- 
periment«,  because  in  the  former  the  leaves  die  almost  instantly,  whilst  the  latter 
requires  much  more  time. 

With  Indigofera,  as  said  above,  the  »alcohol-experiment«  produces  hanlly  any 
indigo.  I  have  therefore  tried  to  substitute  for  it  a  better  one,  which  is  effected  in 
the  following  way,  and  by  which,  also  excellent  results  are  to  be  obtained  with 
Polygonum. 

At  the  direct  action  of  ammoniac,  indican-plants  form  nn  indigo  at  all,  for  thereby 
not  önly  the  protoplasm  is  killed,  but  the  indigo-enzyme,  too,  is  so  quickly  destroyed 
that  it  cannot  decompose  the  indican.  But  we  can,  beforc  exposing  to  the  alkaline 
vapour,  decompose  the  indican  and  free  the  indoxyl,  by  making  the  plants  die  by 
complete  exclusion  of  air,  but  which  in  this  case  should  occur  in  such  a  way,  that  the 
indoxyl  remains  within  the  plant  itself.  Indican-plants  turn  then  into  »dead  indoxyl- 
plants«  and  can  in  this  condition,  quite  like  the  living  woad,  be  subjected  to  the 
»ammoniac-experiment«  with  a  very  good  result. 

The  simplest  way  by  far  to  reach  the  doublé  aim  of  killing  the  plants  by  ex- 
clusion of  air  and  leaving  the  indoxyl  in  the  cells,  is  by  entirely  plunging  them  into 
mercury,  whereby  asphixion  foUows  with  surprising  quickness,  the  protoplasm  becom- 
ing  permeable  and  the  indigo-enzyme  and  the  indican  mixing  together.  .^t  a  proper 
temperature  *)the  indican  is  then  decomposed  after  a  few  hours  and  the  freed  indoxyl 
remains  in  the  leaf,  albeit  not  exclusively  in  the  cells  in  which  originally  the  indican 
was  localised.  The  leaf  is  then  taken  out  of  the  mercury,  ammoniac-vapour  is  allowed 
to  act  upon   it,  and  at   last    the  chlorophyll   is  extracted  by  boiling  with   alcohol   and 


')  Also  a  slow  death  of  the  leaves  by  drying  or  by  frost  rcnders  tbc  protdiilasni 
permeable  and  the  indigo-enzyme  active. 

")  The  influence  of  temperature  on  the  actiim  nf  the  indiso-cnzynu-  is  inUnstiiië, 
I  hope  on  another  occasion  to  return  to  it. 
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some  hydrucliloric  aoiil.  K\  en  nld  ! iuiifiofcni-\ea.\es,  which  by  the  )>alcohol-cxperi- 
nient«  become  quite  colourless,  takt-  a  l>rillant  blue  colour  by  this  »nierriirv-ammoniac 
experiment «. 

Before  I  had  worked  out  the  niercury-niethod,  l  exainintd  the  results  of  killinjj 
the  leaves  by  the  asphixion  in  hydrogen,  carbonic  acid  and  the  vacuüm,  in  each  case 
foliowed,  in  the  same  manner  as  in  the  mercury-niethod,  by  subsequent  (.-xposition  to 
aminoniac-vapour  and  extraction  of  the  chlorophyll   with  alcohol. 

When  the  hydrogen  was  mixed  with  air  a  singular  phenomenon  was  observed  :  the 
indoxyl  disappeared  so  completely  from  the  leaves,  that,  after  the  said  treatment, 
they  became  quite  colourless,  whilst  pure  hydrogen  produced  intensely  blue  leaves. 

In  the  carbonic-acid  atmosphere  there  appeared,  with  the  indigo,  a  small  quan- 
tity  of  brown  pigment,  probably  because  the  carbonic  acid  was  not  wholly  frec  froni 
air.    The  action  of  pure  carbonic  acid  I  have  not  vet  examined. 

The  vacuüm  in  a  barometer-tube,  above  mercury,  gives  the  same  result  as  tlie 
submersion  in  mercury  itself,  but  this  method  is,  of  course,  more  complicated. 


3.   Oh   the  iculoured  stript,   in  partly  killed  leai'es. 

The  foUowing  phenomenon  is  in  near  relation  to  the  preceding.  In  many  leaves, 
when  partly  dying  off,  a  coloured  matter  will  appear,  just  on  the  border  between  the 
living  and  the  dead  tissue;  with  woad  and  with  Polygoninn  tinctoriunt.  the  chromo- 
gene  of  this  coloured  strip  is  indigo  ').  The  experiment  succeeds  best  if  the  leaf  is 
partly  killed  by  keeping  it  for  a  moment  in  the  vapour  of  boiling  water.  The  killed 
part   remains  green,  although  it  may  be  a  little  more  brownish  than   the   living  oiie. 

As  for  woad  I  think  the  phenomenon  should  be  explained  as  follows. 
On  the  border  between  the  dead  and  the  living  tissue,  a  strip  af  cells  must  occur 
which  are  in  a  condition  of  slowly  dying.  According  to  the  preceding  description, 
alkali  will  be  fornied  in  these  cells  and  the  indoxyl  quickly  oxidises  to  indigo-blue, 
nothing  of  it  finding  time  for  disappearing  in  another  way.  If  the  partly  killed  woad- 
leaf,  immediately  after  death  sets  in,  is  exposed  to  ammoniac-vapour,  it  becomes,  as 
might  be  expected,  over  its  whole  extent  deeply  blue.  If  it  is,  before  the  action  of 
the  ammoniac,  left  for  some  time  to  the  influence  of  the  air,  then  some  indoxyl  gets 
lost  from  the  killed  part  which  colours  with  ammoniac,  a  little  less  strongly  than  what 
remained  living. 

For  PolyguHKiii  tinctvriuiii  the  explanation  is  somewhat  different,  because  the 
indoxyl  must  first  be  originated  by  the  action  of  the  indigo-enzyme.  But  this  enzymc 
is  destroyed  by  the  hot  vapour  in  the  quickly  dying  part.  whilst  on  the  border  be- 
tween the  living  and  the  dead  part  there  must  be  a  number  of  cells  in  which  the  proto- 
plasm  is  killed  or  hurt,  but  in  w4iich  the  enzyme  remains  active.  During  the  dying 
the  protoplasm  becomes  permeable,  indican  and  enzyme  are  mixed  up,  and  indoxyl- 
formation  is  the  result.    But  in  the  same  cells  there  occurs,  in  consequence  of  the 


')  With  woad  this  experiment  succeeds  best  with  leaves  from  the  rosettcs  of  the 
first  year  in  June;  with  Polygonum  always  equally'wcll.  In  many  otlier  plants  the 
ncoloured  strip«   does  not  contain  indigo  but  a  black  or  a  brown   pigment. 
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slowly  succeeding  death,  an  alkaline  reaction,  by  which  the  indoxyl  soon  oxidises  lo 
indigo-blue,  which  therefore  precipitates  in  these  cells  alone,  and  not  in  the  quickly 
killed  nor  in  the  living  cells.  Put  into  ammoniac-vapour  the  living,  as  well  as  the 
dead  part  oft  the  Polygonum-leai  remain  uncoloured,  in  opposition  to  the  woad-leaf, 
this,  after  the  preceding,  requires  no  further  elucidation. 

Of  course,  these  phenomena  would  find  a  somewhat  simpler  explanation  if  they 
could  be  brought  back  to  the  action  of  an  oxidase,  present  from  the  beginning.  But 
an  oxidase,  producing  indigo  from  indoxyl  is,  as  said,  not  to  be  found. 

To  conclude  I  wish  to  observe,  that  some  ether  phenomena,  which  are  attributed 
to  the  effect  of  a  »wound-irritation«,  for  instance,  the  formation  of  starch  and  of  red 
pigfment,  as  also  the  development  of  warmth  in  hurt  parts  of  plants,  possibly  repose 
also  on  alkali-formation  in  or  near  the  damaged  cells. 


On  Indigo -fermentation'). 

Proceedings  of  the  Section  of  Sciences,  Kon.  Akademie  van  Wetenschappen,  .\nisttr- 
dam,  Vol.  II,  1900,  blz.  495 — 512.  —  Verscheen  onder  den  titel  vlndino-fermentatie'  in 
Verslagen   Kon.  Akademie   van   Wetenschappen,   Wis-en    Xatuurk.  Aid.,    Amsterdam, 

Deel  VIII,   1900,  blz.  57.2-590. 

At  a  former  occasion  it  was  demonstrated  -)  that  the  indigo-plants  may  ue 
brought  to  two  physiologicallv  different  groups,  viz.  indo.xyl-plants,  to  which 
the  woad  (Isaiis  iiuctoria)  belongs  and  indican-plants.  Of  the  Jatter,  which  seem  the 
most  numerously  represented,  were  examined  Indigofera  leptostachya,  Polygonum 
tinctorium  and  Phaj'us  grandiüorus^').  The  result  was  that  they  contain  specific  en- 
zymes  differing  from  one  another,  which  split  the  indican  into  indoxyl  and  glucose, 
while  in  woad  there  is  no  such  enzyme.  Indican  can  moreover  be  decomposed  by 
katabolism  *),  i.  e.  by  the  direct  action  of  the  living  protoplasm,  which  has  been  ob- 
served  in  some  indicanplants,  beside  enzyme-action.  Various  microbes,  too,  can  de- 
compose  indican  and  here  the  decomposition  is  generally  effected  by  katabolism 
only;  some  species,  however,  contain  specific  indigo-enzymes.  Hence  the  word  sindigo- 
fermentation«  means  two  quite  different  processes:  a  katabolic  and  an  enzymatic 
process,  and  the  enzymes  are  of  twofold  origin,  products  of  higher  plants  and  pro- 
ducts  of  microbes.  It  is  clear  that  in  the  formation  of  indigo  from  woad,  in  which  no 
glucoside  but  free  indoxyl  occurs,  there  can  be  no  question  of  »indigo-fermentation«. 

I.  Preparation  of  the  Indican  as  used  for  the  Experiments'"). 

For  the  preparation  of  indican-solutions  from  indican-plants,  a  method  was  de- 
scribed  (1.  c.  p.  122)  the  principle  of  which  is  so  quickly  to  destroy  the  enzyme  that 
the  glucoside  can  be  dissolved  without  decomposition  *).  This  is  best  done  for  Indigo- 
fera and  Polygonum  by  immersion  in  boiling  water,  by  which  an  extraxt  is  obtained 


')  I  am  indebted  to  Mr.  T.  F.  B.  van  Hasselt  and  Mr.  A.  van  Del  den  for  assistance 
in  the  foUowing  studj-. 

-)  >On  Indigo-formation  fmm  the  Woad  (Isatis  tinctoria)<.  Proc.  Royal  Acad.  of 
Sciences.  Amsterdam,  Sept.  30,   1899,  p.  120. 

')   Received  under  this  name  from  a  horticultural  institution. 

*)  For  this  expression  see:  Centralbl.  f.  Bacteriologie  2e  Abt.  Bd.  6.  p.  5,  1900. 

')  Further  informations  about  the  indican  and  the  enzj'me  of  Indigofera  are  found 
in  the  recently  published  interesting  paper  of  Mr.  J.  J.  Hazewinkel,  Maandelijksch 
Bulletin  van  het  Proefstation  voor  Indigo.  Klaten  (Java),  .\flevering  1.  Januari  1000, 
Samarang. 

"■)   For  the  prnduction  of  many  other  glucosides  the  same  method  can  be  applied. 


M.  W.  Beijerinck,  Verzamelde  Geschriften;  Derde  Deel. 
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of  0.5  to   I  pCt.   indicaii,  which  as  such,  or   after  mixiiif;  with  gelatine  or  agar   is  fit 
(or  bacteriologie  or   enzyme  experiments. 

The  leaves  of  Phajus  grandiüorus  decompose  the  indican  at  high  temperatures 
with  so  much  energy,  that  the  extraction  by  boiling  does  not  produce  indican  but 
indoxyl,  so  that  I  first  took  Phajus  for  an  indoxyl-plant.  In  this  case,  in  order  to 
perform  the  experiment  at  low  teniperature  without  indican  decomposition,  the  pre- 
paration  should  be  eiïected  in  presence  of  an  enzyme  poison  which  does  not  act  on 
indican.  To  this  effect  the  leaves  are  rubbed  down  in  caustic  linie  or  baryta,  then 
filtered  and  carbonic  acid  passed  through;  after  filtering  again  a  very  pure  indican- 
solution  is  obtained^).  The  leaves  can  also  be  boiled  in  diluted  ammoniac  and  the 
superflupus  ammoniac  be  removed  by  evaporation.  Another  method  is  to  crush  the 
leaves  under  alcohol  by  which  the  enzyme,  though  not  destroyed,  precipitates  in  the 
cells,  while  the  indican  dissolves  in  the  alcohol  and  after  evaporation  of  the  latter 
can  be  taken  up  in  water. 

By  evaporating  the  solutions  to  dryness,  the  impure  indican  results  as  a  brown 
mass,  resembling  sealing-wax,  which  can  be  powdered  and,  in  dry  condition,  be  kept 
/Unchanged  an  unlimited  length  of  time.  The  crude,  neutralized  or  feebly  alkaline- 
solutions,  when  sterilized  and  preserved  from  access  of  microbes,  also  remain  un- 
changed  for  many  months"). 

A  purified  indican-preparation  is  obtained  from  the  decoctions  by  evaporating 
them  to  dryness  with  caustic  lime  or  baryta,  dissolving  in  little  water,  filtering,  pas- 
sing through  carbonic  acid  or  precipitating  the  baryta  with  aluminium  sulphate,  then 
again  filtering  and  evaporating  to  dryness.  The  thus  formed  preparation  contains 
fewer  pigments  and  fewer  proteids  than  the  crude  solutions. 

The  impure  or  thus  purified  indican  is  fit  for  mixing  with  a  solid  medium  destined 
for  microbe-cultures.  On  such  «indican  agar«  or  «indican  gelatine «  poured  out 
to  plates,  colonies  or  streaks  of  microbes  produce  or  do  not  produce  indigo,  according 
to  the  species.    Of  this  later  more. 

For  our  experiments  we  used  the  decoctiun  or  the  crude  indican  prepared  from 
it,  either  or  not  purified  with  lime,  of  Polygoiiuin  tinctorium  and  Indigofera  lepto- 
stachya,  cultivated  partly  in  the  garden  of  the  Bacteriological  Laboratory  at  Delft, 
partly  at  Wageningen,  and  kindly  procured  by  Mr.  van  Lookeren  Campagne.  I  also 
received  from  Mr.  Hazewinkel  of  Klaten,  Java,  perfectly  well  preserved  extracts  of 
Indigofera  in  tins,  together  with  crude  enzyme  prepared  from  this  plant. 


2.  Preparation  of  the  Ensymes. 

For  this  preparation  I  foliowed  the  method  pointed  out  before  (1.  c.  pag.  124). 
The  plants  are  rubbed  fine  in  a  mortar  under  alcohol  and  during  the  rubbing  the  al- 
cohol is  a  few  times  renewed.  In  the  beginning  alcohol  of  96  pCt.  is  taken,  which  is 
sufificiently  diluted   by   the  juice  of  the  plant,  but  afterwards  some  water   is  added 

')  The  extraction  with  caustic   linie  has    also  been  applied   by  Mr.   H  a  z  .■ «  i  n  k  .■  I 

for  Indigofera.  1 

')  But  after  a  very  long  time  the  ainount  of  indican  diminishes  whon  air  liiuls 
access.  When  air  was  excludcd  I  could  note  no  change  in  the  solutions. 
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as  otherwise  the  chlorophyll-pigment  cannot  be  conipletely  extracted  froni  the  grami- 
les.  I  suppose  this  must  be  explained  by  the  strong  water-attracting  power  of  the' 
alcohol,  which  produces  from  the  protoplasm  a  proteid,  impervious  to  the  chlorophyll 
pigment  and  possibly  to  the  alcohol  itself,  but  which,  by  water,  becomes  again  per- 
meable.  In  this  operation  the  indigo-enzyme  is  precipitated  in  the  cells  and  this 
occurs  so  quickly  that  the  indican,  which  is  soluble  in  alcohol  has  disappeared  before 
its  decomposition  can  set  in.  As  by  this  method  the  chlorophyll  is  conipletely  extracted 
by  alcohol,  a  colourless  product  is  obtained,  which,  after  drying,  tirst  at  37"  C.  and 
then  at  55»  C,  is  a  snow-white  powder,  directty,  or  after  further  pulverising,  fit  for 
enzyme  experiments.  In  stoppered  bottles  I  have  kept  such  preparations  for  months 
without  observing  any  decrease  of  activity  •). 

As,  in  the  preparation  of  the  indigo-enzyme  from  Polygoniint  tiiictoriiim  decom- 
position of  the  indican  occurs  much  more  easily  than  with  Indigofera,  it  is  necessary, 
in  order  to  get  colourless  preparations  from  this  plant,  to  proceed  with  greater  pre- 
caution  and  to  kill  the  protoplasma  more  quickly.  This  is  done  by  taking  only  a 
small  quantity  of  leaf  substance  at  a  time  for  the  rubbing  in  the  mortar  so  that  the 
alcohol  can  penetrate  in  a  few  seconds.  With  Indigofera  much  larger  quantities  of 
leaves  may  be  taken,  without   fear  of  obtaining  preparations  coloured  by  indigo. 

As  I  could  not  point  by  the  ammoniac-experiment,  the  presence  of  free  indoxyl  in 
Polygonum  leaves,  I  thought  at  first  that  the  difference  was  to  be  explained  by  ad- 
mitting  that  the  enzyme  of  Pülygonum  is  more  soluble  in  water  than  that  of  Indigo- 
fera and  so,  during  the  extraction  could  perhaps  in  higher  concentration  act  on  the 
indican.  But  the  experiment  showeil  that  this  is  not  the  case.  Neither  can  the  acid 
reaction  of  the  juice  of  Polygonum,  caused  by  kalium  bioxalate.  account  for  this  dif- 
ference, as  the  addition  of  this  salt,  kalium  biphosphate,  or  of  a  little  acid,  to  the 
materials  used  for  the  preparing  of  the  enzyme  from  Indigofera,  produces  no 
change  in  the  course  of  the  phenomena.  The  addition  of  asparagine  is  likewise  with- 
out effect.  Nor  is  the  explanation  to  be  found  in  the  relation  of  both  enzymes  to  the 
temperature.  I  have  so  come  to  the  conclusion  that  in  Polygonum  part  of  the  indican 
is  decomposed  by  the  direct  action  of  the  living  protoplasm  itself.  This  part  is 
however  small,  and  by  quickly  immersing  in  boiling  water  the  protoplasm  is  killed 
before  it  causes  decomposition. 

In  the  preparation  of  indigo-enzyme  from  Phajus  grandiüorus  nothing  particular 
is  observed.  But  we  saw  before  that  the  decoction  method  produces  no  indican  but 
indoxyl  from  this  plant. 

As  the  figure  below  shows  that  the  enzyme  of  Phajus  becomes  inactive  already 
at  a  lower  temperature  (67"  C.)  than  that  of  Indigofera  (75°  C),  I  must  admit  that 
also  in  the  leaves  of  Phajus  katabolism  exists  together  with  enzyme  action  and 
that  also  in  the  geaves  of  Phajus  katabolism  exists  together  with  enzyme  action  and 
that,  at  the  immersion  in  boiling  water,  simultaneously  with  the  dying  af  the  proto- 
plasm, this  katabolism  causes  a  vigorous  indican  decomposition^).     Hence  Polygonum 


')  The  loss  of  activity  in  enzyme  preparations  may  be  compared  to  the  loss  of 
germinating  power  in  plant-seeds.  It  they  are  kept  in  complete  absence  of  water,  both 
the  activity  of  enzymes  and  the  germinating  power  of  seeds,  will  last  an  unlimited 
length  of  time. 

')  In  §  3  P-  513.  will  be  demonstrated  tliat  all  the  indican  is  localiscd  in  the  rotoplasm. 
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and  Pliajus  agrcc  in  so  far  as  in  both  indigo-fermentation  is  causeil  by  katabolism 
and  by  enzymes;  but  they  differ  in  the  fact  that  in  Pliajtts  the  katabolism  is  quickened 
by  high,  in  Polygonuin  by  tozu  temperattire.  In  Indigofera  katabolism  seems  not  to 
occiir  at  all  and  the  decomposition  of  indican  appears  exclusively  effected  by  the 
enzyme. 

From  the  preparations  obtained  in  the  way  described,  the  enzyme  itself  can  but 
be  imperfectly  extracted.  In  water  it  proves  almost  quite  insoluble,  somewhat  better, 
in  glycerine  and  best  of  all  in  a  lopCt.  solution  of  common  salt,  as  was  already  indi- 
cated  by  Mr.  Hazewinkel,  and  in  a  lopCt.  solution  of  calcium  chloride.  In  these  so- 
lutions  only  a  small  quantity  of  enzyme  is  soluble,  for  the  remaining  substance  is 
nearly  as  strongly  active  as  before  the  extraction.  In  the  solutions  themselves  alcohol 
produces  hardly  any  precipitate,  so  that  more  active  preparations  cannot  be  procured 
in  this  way.  Accordingly  the  best  results  in  the  enzyme  experiments  are  obtained  by 
crude  enzyme  finely  powdered. 


j.  On  the  Distribution  of  Indican  and  the  Indigoemymes  in  the  Plants. 

By  the  examination  of  the  difïerent  parts  of  indigo-  and  other  plants  in  the  two 
ways  described,  the  distribution  of  the  indican  and  the  indigo-enzymes  was  esta- 
blished.    It  was  thus  made  evident  that  both  commonly  occur  or  lack  together. 

They  are  accumulated  in  the  leafy  organs,  especially  in  the  green  leaves;  in  flo- 
wers  and  flower-buds  they  are  in  smaller  quantity.  In  the  seeds  and  germs  they  fail 
entirely.  The  roots  and  stems  of  Polygonum  tinctoritim  and  of  Indigofera  lepto- 
stachya  are  also  quite  or  nearly  quite  devoid  of  indican  and  indigo-enzyme.  Only  in 
transverse  sections  of  branches  of  the  latter,  kept  for  some  days  in  strongly  diluted 
indican  solution,  I  could  detect  traces  of  indigo-blue  particularly  in  the  medulla  aml 
the  medullary  rays  and  in  the  bark,  which  shows  that  these  parts  contain  some,  btit 
very  little-indigo-enzyme.  The  absence  of  enzyme  and  indican  in  the  stem  and  roots 
of  Polygonum  tinctoritim  can  be  easily  shown  as  the  stems  of  this  plant  have  a  great 
disposition  to  form  radiculae  which  are,  as  the  stems,  by  their  herbaceous  nature  and 
broad-celled  structure,  quite  fit  for  such  experiments.  If  the  roots  are  allowed  to  die 
off  in  a  chloroform-atmosphere  they  remain  colourless ;  this  is  likewise  the  case  when 
the  dying  is  occasioned  by  iminersion  in  mercury  foliowed  by  treatment  with  am- 
moniac  vapour.  But  from  this  follows  only  that  indican  and  enzyme  do  not  occur 
together;  if  but  either  of  them  is  present  it  is  not  detected  by  this  experiment '),  but 
may  be  demonstrated  as  follows. 

If  indigo-enzyme  is  added  to  a  decoction  made  from  the  stems  or  roots  of  Poly- 
gonum tinctoritim,  or  if  this  decoction  is  boiled  with  hydrochloric  acid  and  a  little 
ferrichlorid  to  decompose  the  indican  and  oxidise  the  indoxyl,  then  no  indigo  appears; 
so,  indican  is  absent. 

That  in  the  said  parts  indigo-enzyme,  too,  is  wanting  follows  from  the  fact  that 
parts  of  stems  and  roots  finely  crushed  in  alcohol,  after  filtering,  off  and  drying,  pro- 


')  This  shiiuld    be    kcpt  in  view   with    ri'^ard    tn    the   »aIcohol-e.xpcriim-nt«   <>f  Mr. 
M  ol  i  SC  h. 
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duce  a  powder  quite  inactive  on  indican-solution.  Even  the  jjrowing  point  and  the 
region  of  growth  of  the  roots  contain  no  enzyme  »),  as  thin  slices  killed  in  alcohol, 
remain  quite  colourless  in  indican-solution  at  45".  The  same  is  the  case  witli  entire 
roots  which,  after  killing  in  alcohol,  are  put  in  indican-solution. 

From  these  facts  seems  to  follow  that  the  growth  and  development  of  indican- 
plants  is  not  in  inseparable  relation  te  the  presence  of  indican  and  enzyme. 

To  this  result  we  are  also  led  concerning  the  relation  between  the  development 
and  the  presence  of  indoxyl  in  the  woad,  though  its  distribution  in  this  plant  is 
somewhat  different  from  that  of  the  indican.  In  woad  the  indoxyl  occurs,  besides  in 
the  young  leaves,  and  buds,  also  in  the  young  rootperidermis,  in  the  root-buds  and  in 
the  growing  root-ends  =).  The  distribution  af  the  indican  agrees  with  that  of  the 
indoxyl  in  the  fact  they  are  both  completely  wanting  within  the  thicker  sterns  and  all 
the  thicker  roots.  So  there  is  in  woad  no  indoxyl  in  the  inner  part  of  the  stem  organs 
of  the  leaf-rosettes  in  spring,  when  they  are  ready  to  elongate  and  push  nut  the  in- 
florescence  which  is  then  in  the  very  period  of  the  most  intensive  cell-partition  and 
cell-elongation.  Likewise,  there  is  no  indoxyl  in  the  cambium  and  the  secondary 
tissues  of  the  vvoad-roots.  Even  the  flower-buds  are  in  an  earlv,  period,  and  when 
still  growing  vigorously,  free  from  indoxyl;  likewise  the  enibryos,  seeds  and  fruits. 
First  at  the  germination  indoxyl  can  be  pointed  out  in  the  seeds  and  other  parts  of 
the  germinating  plant.  So  it  is  very  probable  that  neither  indican  nor  indoxyl  are 
necessarily  related  to  the  growth  or  development  of  the  indigo-plants.  But  the  possi- 
bility  remains  that  in  certain  cases  these  substances  originate  as  quickly  as  they  dis- 
appear.  So,  in  the  young  leaves  of  Indigofera  leptostachya,  when  kept  some  days  in 
the  dark,  a  little  indoxyl  may  be  detected  by  means  of  the  ammnniac-experiment,  while 
the  normal  plant  is  in  all  its  parts  quite  free  from  indoxyl,  whence  it  seems  possible, 
that  in  normal  conditions,  there  is  a  continual  splitting  of  indican,  which  is  not  ob- 
servable  only  because  the  freed  indoxyl  directly  forms  indican  again  with  freshly 
supplied  sugar.  For  the  rest,  the  woad,  of  which  all  full-grown  parts  are  devoid  of 
indoxyl,  proves  that  this  substance  can  relatively  quickly  disappear. 

The  appearance  of  indican,  particularly  in  the  peripheric  parts  of  the  aerial 
organs,  and  the  bitter  taste  it  gives  them,  might  suggest  the  idea  that,  like  tannin,  it 
serves  as  a  defensive  against  insects  and  snails.  But  this  supposition  would  explain 
only  the  function  of  the  indican  but  not  that  of  the  splitting  products  and  the  indigo- 
enzyme.  If  a  beneficient  influence  on  the  growth  in  general  could  be  ascribed  to  in- 
doxyl, then  a  useful  action  of  this  substance  on  the  curing  of  hurt  parts  would  become 
probable.  And  this  would  also  spread  more  light  on  the  function  of  the  indican  and 
the  enzyme,  for  then  it  would  be  clear  that  the  enzyme-action.  which  operates  at  the 
very  dying  oft'  of  the  hurt  cells,  would  promote  the  curing,  not  only  by  tlie  formation 
of  indoxyl  but  also  by  the  production   of  glucose. 

As  to  the  localisation  in  the  cell,  I  found  the  leaves  of  Phajus  grandiflorus  by 
their  broad-celled  structure  fit  for  demonstrating  microchemically  indican  as  wcll  as 
indigo-enzyme. 


')   While  in  the  stem   these  parts  are  cxtrcniely  rich  as  wcll  in  indican  as  enzyme. 
-)  Which  shows  that  the  f()rmati<in  and  accunuilation  ut  indoxyl  is  possible  in   the 
dark   as  well   as  in   the  light. 


342 

The  indican  caii  be  precipitated  as  indigo-blue  or  indigo-red,  and  both  ways  point 
out  that  it  is  present  in  the  protoplasm  and  wanting  in  the  cell-walls,  cell-nuclei,  and 
cell-sap.  To  demonstrate  this  a  not  too  thin  microscopic  transverse  section  of 
a  leaf  is  put  in  living  condition  in  a  boiling  mixture  of  streng  hydrochloric  acid  and 
ferrichloride.  The  indican  is  suddenly  decomposed  and  the  freed  indoxyl  as  quickly 
oxidized  into  indigo-blue,  which  is  easily  detected  under  the  microscope  as  a  precipi- 
tate  in  the  shape  of  small  blue  granules  in  the  colourless  protoplasm  of  the  green 
parenchyma  and  the  epidermis.  I  could  not  tracé  it  with  certainty  in  the  chloro- 
phyll-granules. 

If  the  sections,  in  living  condition,  are  put  in  a  boiling  mixture  of  hydrochloric 
acid  and  isatine,  the  indican  passes  into  indigo-red,  which  sets  off  in  the  protoplasm 
as  very  characteristic  red  crystal  needies  '). 

The  enzyme,  on  the  contrary,  is  exclusively  accumulated  in  the  chlorophyll-granu- 
les  as  is  proved  by  the  following. 

If  living  microscopic  sections  of  leaves  of  Pliajiis  are  put  in  an  indican-solution 
(e.  g.  in  a  decoctof  Indigofera  or  Polygonum)  they  become  blackish  blue  in  a  short 
time,  which  colour  is  exclusively  caused  by  indigo-blue  precipitated  in  the  chlorophyll- 
granules.  In  the  epidermis  much  indigo  is  precipitated  only  in  the  cells  of  the  stomata, 
elsewhere  none  at  all.  If  the  microscopic  sections  are  beforehand  killed  and  extracted 
with  alcohol,  the  enzyme  spreads  in  the  cell  but  remains  confined  within  the  cell- 
walls,  so  that,  by  putting  them  into  an  indican  solution  they  become  of  a  uniform 
intense  blue,  in  which  only  the  bast  bundies  remain  colourless. 

The  accumulation  of  enzyme  in  the  chlorophyll-granules  is  perhaps  connected 
with  the  formation  of  starch  from  the  glucose  of  the  indican. 

As  to  the  localisation  of  indoxyl  in  the  leaves  of  woad  I  have  acquired  no  cer- 
tainty, but  I  suppose  that,  like  indican,  it  occurs  only  in  the  protoplasm. 

The  hypothesis  of  Mr.  Molisch^)  according  to  which  indoxyl  and  indican  should 
be  in  close  relation  to  the  decomposition  of  carbonic  acid  in  the  chlorophyll,  appears 
contrary  to  the  great  accumulation  of  indoxyl  in  the  root-peridermis,  which  is  com- 
pletely  free  from  chlorophyll,  and  in  the  colourless  root-buds  of  the  woad,  which  seems 
unnoticed  by  Mr.  Molisch.  Nor  do  I  think  his  arguments  and  figures  convincing  for 
the  occurrence  of  indoxyl  and  indican  in  the  chlorophyll-granules;  moreover  was  Mr. 
Molisch  unacquainted  with  the  existence  of  indigo-enzymes  and  their  localisation. 

Elsewhere  than  in  the  indigo-plants  indigo-enzymes  seem  but  seldom  to  occur. 
Like  Dr.  van  Romburgh')  I  observed  that  emulsine  of  almonds  decomposes  indican, 
and  in  §  6  the  intensity  of  this  action  is  graphically  represented  in  connection  with 
temperature. 

The  said  fact  may  serve  to  demonstrate  in  a  simple  way  the  localisation  of  emuls- 
ine  in  almonds.   If   thin  sections  of  the  seedlobes  are  put   in  an  indican-solution   at 


')  The  presensc  of  indoxyl  in  urine  may  bc  shown  with  much  more  certainty  and 
exactness  in  the  form  of  indigo-red  than  of  indigo-blue.  To  this  end  the  urine  is  boiled 
with  hydrochloric  acid  and  isatine  by  which  the  colour  grows  red.  At  cooling  the 
indigo-red  crystallises  in  characteristic  microscopic  ncedks.  These  are  easily  filtcrcd 
and  dissolve  beautifully  red  in  alcohol  (best  is  to  boil  out  the  whole  filter  with  alcohol). 

-)  Berichte  der  deutschcn  Bot.  Gescllschaft,  Bd.  17,  p.  230,   180Q. 

')  Communicated  by  Mr.  Hazcwinkel,  Maandelijksch  Buiktin  N°.  i,  pag.  8. 
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50°  C,  the  vascular  bundles  will  first  take  a  deep  blue  colour,  which  shows  thal  there 
the  emulsine  is  the  most  accumulated.  Then  the  parenchyma  around  thcm  grows  blue, 
and  finally  the  more  peripheric  parenchyma.  This  points  out  that  the  emulsine  is  now- 
here  wholly  absent  is  accumulated  about  the  coiifines  of  the  central-cylinder,  which 
becomes  distinctly  visible  by  this  experiment  '). 

A  rather  great  number  of  other  plants  examined  for  indigo-enzymes  have  all 
given  negative  results  *). 

Neither  is  indican  decomposed  by  sections  of  branches  or  leaves  of  apricots, 
pears,  apples,  peaches,  while  in  the  kernels  of  the  fruits  of  these  species  a  feebly 
decomposing  emulsine  is  found. 

Malt,  malt-diastase.  pancreas,  papayotine,  pepsine  and  saliva  are  inactive;  like- 
wise  mustard-seed  and  myrosine  prepared  from  Tropaeolum  majus. 

(llucase,  from  maize  does  not  decompose  indican,  which  is  the  more  noteworthlv 
as  amygdaline  is  decomposed  by  it. 

4.  üccompositioii  of  Indican  by  Microbes  in  ^eneral. 

Mr.  Molisch  has  drawn  attention  to  the  fact,  that  various  species  of  microbes 
give  rise  to  indigo-formation  from  indican  and  that  others  do  not,  whicli  mav  be 
rendered  useful  for  differential  diagnosis.  He  experimented  with  the  decoct  of  Poly- 
gottuni  tinctorium  or  Indigofera  mixed  with  agar  or  gelatine,  pouring  it  out  to  plates 
and  using  these  as  a  sulid  nutriënt.  .Aerobics  anil  temporary  anaerobics  from  the 
soil  or  from  canal  water  sown  out  on  it  will  develop,  and  in  and  around  the  colonies 
which  split  the  indican,  indigo-blue  will  separate  out  in  microscopic  lumps  or  globules 
which  often  show  crystal  structure.  The  »indican  microbes«  are  in  this  wav  elegantly 
distinguished  as  pigment-microbes  among  the  non-decomposers  '). 


')  Nearly  the  same  has  been  found  by  Johannsen,  whn  ixanmu-d  the  deconiposi- 
tion  of  amygdaline  with  separate  parts  of  the  sccdlobes.  (.-\nn.  Sci.  Nat.  Botan.  Série  7, 
T.  6,  p.  118,   1887.) 

')  So  I  could  nut  tind  indigo-enzymes  in:  Indigofera  dosua.  Polygonunt  [•ersicaria, 
P.  aviculare,  I'.  iagopynini,  F.  bistorta,  F',  sacclialinense,  Trifolium  repens,  T.  pratense. 
Medicago  sativa,  Lotus  corniculata,  l'isHnt  satixnun,  Vicia  faba,  Robinia  pseiidoacacia, 
Baptisia  australis,  Meldotus  caeruleus,  Spiraea  ülipendula.  S.  ulmaria.  Rubia  tinctorium, 
Asperula  odorata,  Solanuin  tuberosum,  Amsonia  salicifolia.  Asclepias  cornuti.  Scorcunera 
hispanica,  Linaria  vidgaris.  Stellaria  bolostea.  Cochlcaria  armoracia,  Hrassicca  oleracea,  Isatis 
tinctoria,  Iris  gernianica. 

")  Sitzungsber.  der  .-Kkad.  d.  Wiss.  zu  Wien.  Math.  Xaturw.  Clas>e.  Bd.  107,  p.  758, 
1808.  Mr.  Molisch  enumerates  the  ffillowing  species  as  decomposing  indican:  Bacillus 
anthracis,  B.  prodigiosus,  Streptothrix  odorifera.  S.  dicliotoina,  Sarcine  lutea.  l'enicillium  sp. 
and  Mucor  nnicedo;  as  non-decomposing:  Streptococcus  pyogenes,  Staphylococcus  pyogenes 
aureus,  Bacillus  subtilis,  B.  coli  communis.  B.  fluorescens  liquefaciens.  B.  inegatlierium  and 
pressed  yeast.   Mr.  van   Hasselt  and   I   saw   no  dccomposition   uith  Acetobacter  aceti, 

A.  ranscens,  Bacillus  cyaneus,  B.  cyanogenus,  B.  pyocyaneus,  B.  diastaticiis,  B.  prodigiosus, 

B.  pseudotuberculosis.  Many  spore-forming  bacteria,  such  as  ö.  subtilis,  B.  megathcrium, 
B.  pulcher,  B.  mesentericus  and  others  somctimes  decompose  and  somctimes  do  not. 
Furthcr  there  is  no  indican  splitting  by  beeryeast  (Saccharomyces  cerex'isiae),  winc-yeast 
{S.  cllipsoideus),  presscd-yeast  (S.  panis),  S.  mycoderma,  S.  passutarum,  S.  uTaruin,  Schi:o- 
saccbaromyes  octosporus,  S.pombe  and  by  the  following  moulds;  Aspergillus  niger,  A.oryzae, 
Amylomyces  rouxii,  Mucor  ory:ae.  Oidium  lactis.  F.ndomyces  magnusii. 
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The  indican,  as  a  powtler,  may  bc  added  in  a  percentage  of  0.5  to  i  pCt.  to  solid 
or  liquid  nutrients,  adapted  for  the  examination  of  specific  mikrobe  groups. 

I  found  that  some  species  decompose  indican  with  extraordinary  facility.  Espe- 
cially  the  common  ferment-bacteria  af  plant  infusions,  which  of  late  I  united  in  the 
genus  Aërobacter^),  decompose  with  so  much  intensity,  that  they  may  with  some 
reason  claim  the  name  of  »indigobacteria« ;  they  will  later  be  discussed  in  particular. 
For  the  species  which  split  with  more  difficulty  this  power  depends  on  circumstances 
not  vet  quite  clear  to  me.  It  may  occur  that  in  pure  cultures  colonies  of  one  and  the 
same  origin,  and  separated  from  the  common  stock  by  a  few  generations  only,  behave 
quite  differently,  so  that  species,  which  for  a  long  time  I  considered  as  non-decom- 
posing,  later  proved  vigorous  indigo-producers.  This  I  observed  for  instance  in  the 
photogenic  bacteria  of  the  Northsea.  I  suppose  this  fact  to  be  connected  with  the 
influence  of  the  sugar  freed  at  the  splitting  of  the  indican,  as  other  experiences  prove 
that  this  influence  is  not  constantly  the  same  for  all  individuals  of  a  species.  That 
especially  glucose  acts  vigorously  on  the  life  of  some  bacteria,  and,  even  in  small 
quantities,  e.  g.  0.05  pCt.  to  o.i  pCt.  may  be  a  violent  poison  for  some  photogenic  bac- 
teria, I  proved  before,  and  this  is  noteworthy  as  still  smaller  quantities  are  favour- 
able  to  the  same  species. 

That  the  different  conditions  of  the  bacteria  may  be  of  influence  on  their  power 
for  decompositioii,  foUows  for  instance  from  the  fact  that  Bacillus  radicicola,  from  the 
tubercles  of  Pisiiin  sath'um  and  TrifoUum,  decomposes  the  indican,  while  this  is  not 
done  by  the  bacteroids  of  the  tubercles  of  these  plants.  Closely  allied  species  may  also 
behave  differently;  thus.  Bacillus  ornithof<odis,  from  the  roottubercles  of  Ornithof'i'S 
sativus,  does  not  decompose  at  all  and,  among  lactic-acid  ferments,  I  observed  vi- 
gorous decomposition  by  the  rodshaped  ferments  used  in  the  yeast  industry  (Lacto- 
bacter  longlis),  and  no  decomposition  by  the  diplococci  and  streptococci  (L.  lactis) 
of  the  dairy  industry.  The  ease  with  which  this  reaction  is  effected  and  its  clear 
result  recommend   it   for   further   research. 

The  splitting  of  the  indican  by  microbes  is  operated  in  the  same  way  as  in  indigo- 
plants,  either  by  katabolism,  i.  e.  by  direct  fermentaction  of  the  living  protoplasm  on 
the  indican,  or  by  specific  indigo-enzymes.  Consequently  the  forms  belonging  to  the 
former  group  decompose  the  indican  in  living  condition  only-),  those  of  the  latter 
both  living  and  dead.  The  experiment,  demonstrating  this,  may  be  performed  as 
follows. 

Of  a  culture,  grown  on  a  solid  iiulrit-iit  substratuin  with  cupious  access  of  air, 
stme  material  is  put  on  a  glass-slide  and  killed  in  such  a  way  that  eventually  present 
enzyme  remains  unhurt.  This  may  be  done  by  immersing  the  material  in  strong  al- 
cohol, in  which  it  should  remain  at  least  24  hours  to  be  quite  sure  that  the  microbes 
are  killed,  or  by  exposition  to  ether-,  alcohol-  or  chloroform-vapour'' I.  In  the  latter 
case  the  microbe-matcrial   is  placed   in   a  glass-box  bcside  a  vessel   with   chloroform, 


')  Centralbl.  f.  Bacteriologie.  2c  .\bth.  Bd.  6.  N».  7,  pa>4.  193.   igoo. 

■)  The  optimum  tempcraturc  of  the  decomposition  by  katabolism  asrccs,  for  the 
examined  species,  with   that  of  the  growth. 

')  In  alcohol  vapour  niany  microbes  die  sooncr  thaii  in  stroiiK  .ilcohdl.  this  havinR 
a  water  absorbing  power  and  thus  acting  protcctinnly. 
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where  ferments  moulds,  and  most  l)acteria  die  alter  V-  to  i  hour  already,  while  ihe 
enzymes  in  the  cells  remain  unhurt. 

If  a  small  lump  of  killed  microbes  is  put  in  an  indican-solution,  poi!red  out  to  a 
tliin  layer  in  a  white  porcelain  vessel  floating  on  water  of  circa  45"  C,  then  only 
those  microbes  will  become  blue,  which  contain  indigo-enzyme,  while  those,  acting  by 
katabolism,  don't  cause  decomposition.  If  in  the  latter  case  not  all  but  only  most  of 
the  microbes  have  been  killed,  there  will  at  first  be  no  manifest  decomposition,  but 
it  will  set  in  as  soon  as  the  living  individuals  have  sufficiently  multiplied,  which  is  at 
the  same  time  a  good  control  of  the  experiment. 

The  microbes  containing  enzymes  can  be  dried  and  powdered  after  killiiig  and 
such  »crude  enzymes»,  when  kept  dry,  preserve  thejr  activity  very  long.  By  the  little 
dissolubility  of  the  indigo-enzynies  in  water,  glycerine  and  salt-solutions,  it  wis  not 
possible  by  extracting  the  crude  enzymes  and  precipitating  with  alcohol,  to  obtain 
more  active  preparations  from  them. 

It  has  been  proved  that  all  examined  bacteria,  blastomycetes  ' )  and  moulds,  which 
decompose  indican,  do  not  effect  this  by  enzymes  but  by  katabolism,  while  among 
alcohol-ferments  both  cases  occur.  So  indican  is  decomposed  katabolically  by  Sacharo- 
myces  ludwigi  and  Monilia  candida,  while  Saccharomyces  sphaericus*),  S.  apiculatiis. 
S.  muciparus^),  S.  tyrocola ')  contain  indigo-enzymes.  One  of  these  enzymes,  that  of 
S.  sphaericus,  which  acts  the  most  strongly  of  all,  will  be  treated  in  §  6. 

Here  I  wish  to  remark  that  indigo-enzymes  originate  in  the  yeast-cells  only 
then,  when  cultured  on  a  solid  medium  e.  g.  on  wort-gelatine,  with  abundant  access 
of  air.  When  cultured  in  nutriënt  liquids,  even  with  a  current  of  air  passing  through, 
they  produce  no  or  only  very  little  enzyme. 

The  indigo-blue,  formed  by  most  moulds  and  yeast-species  in  the  decomposition 
of  indican,  is  for  the  greater  part  confined  withiii  the  protoplasm,  as  was  already 
described  and  figured  by  Mr.  Molisch  (l.c);  but  in  those  cases  when  decomposition 
is  very  strong,  as  with  many  bacteria,  the  indoxyl  streams  out  and  also  precipitates 
outside  of  the  cell  in  granides  of  indigo-blue. 


5.   Indigo-fennentatiun   hy  Aërobacter. 

When  a  decoction  of  Indigofera  or  Polygonum  is  infected  with-garden-soil,  canal- 
water  or  mud,  and  placed  at  28°  C,  there  originates,  during  a  copious  formation  of 
indigo,  a  rich  bacteria-flora  in  which  the  common  gas-producing  ferments,  which  I 
recently   united  ■'')    in    the  genus   Aërobacter,   perform   the   chief  part.     The   first   who 


')  Blastomycetes  have  the  shape  of  yeast-cells  but  produce  no  alcohol.  To  these 
belong  e.  g.  the  red  »yeats«  Blastomyces  glutinis,  B.  roseus,  B.  granulosus  (of  which  the 
last  colours  deep  blue  with  jodine).  and  which  all  decompose  indican  vigorously. 

'-)  Under  this  name.  given  by  Nagcli,  T  united  the  various  forms  of  acthyl-acetate 
yeast.  (Verhandelingen  5e  Natuur-en  Geneeskundig  Congres  te  .\mstcrdam.  i8o5.  P-  30l-) 

•)  This  name  I  give  to  a  saccharose-ycast,  very  common  in  prcssed  yeast  and 
which  does  not  ferment  maltose. 

*)  5.  tyrocola  is  a  lactose-yeast.  not  rare  in  Edam  cheese.  lts  cultun-s  on  wort- 
gelatine  are  sometiines  rose-coloured. 

')   Ccntralblatt  fiir  Bacteriologie.  2e  .\bt.  Bd.  6  X°.  7.  1900. 
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drew  attention  to  this  fact  was  Alvarez,  but  he  went  too  far  by  admitting  the 
existence  of  specific  bacteria  for  indigo-fermentation*).  By  bringing  a  drop  of  the 
first  crude  fermentation  into  a  second  quantity  of  a  decoction  and  so  on,  an  accumu- 
lation,  sometimes  a  pure  culture  oi  Aërobacter  is  obtained"). 

By  sowing  out  an  Aërobacter-iermtntAtion  on  indican-gelatine,  not  only  the 
Aërobacter-colonies,  but  also  these  of  various  ether  bacteria  celour  deeply  blue  by 
indigo.  Commonly,  however,  the  Aërobacter-species  are  recognised  by  their  number. 
But  the  chief  characteristic  of  Aérohacter  is  its  fermenting  power  and  its  teniperary 
anaerobiesis,  by  which  the  splitting  of  indican  goes  on  even  at  temporary  exclusion  of 
air,  which  is  not  the  case  with  the  aerobics.  On  this  characteristic  is  based  the 
supplanting  of  the  aerobics  by  Aërobacter  in  liquid  cultures  and  the  prevailing  part 
which  these  bacteria  have  in  the  splitting  of  the  indican  in  the  spentaneous  indigo- 
fermentations.  In  pure  cultures  this  splitting  can  of  course  be  as  well  effected  by 
\'aricius  comnion  aerobics,  albeit  more  slowly. 

The  deeomposition  of  indican  by  Aërobacter  is  operated  katabolically,  as  in  all 
ether  examined  bacteria  also,  so  that  killed  bacteria  are  inactive  and  indigo-enzyme 
cannot  be  separated  out.  The  optimum  temperature  for  the  deeomposition  agrees 
with  that  of  the  grnwth  and  is,  for  iiistance,  28"  C.  for  a  variety  of  A.  acrogenes 
isolated  from  milk. 

The  number  of  Aërohacter-iorms  obtained  by  sowing  out  from  the  decoctions  is 
verv  great  but  mav  be  reduced  te  three  chief  species,  described  by  me  elsewhere  (1.  c. 
pag.  200).  They  are  Aërobacter  aërogenes  A.  col:  and  A.  Uquefaciens,  all  represented 
by  many  varieties  and  allied  by  intermediate  ferms.  Not  all  varieties  are  equally 
active.  Se,  among  the  forms  of  A.  coli.  whïch  for  the  greater  part  decompose  most 
vigorously,  the  variety  A.  coli  var.  commune,  isolated  from  the  intestines  er  from 
faeces,  is  but  feebly  active  or  not  active  at  all  and  recognisable  by  this  feature. 

The  products  of  the  deeomposition  of  indican  by  Aërobacter  (and  by  bacteria  in 
general)  are  the  same  as  by  enzyme  action,  i.  e.  indoxyl  and  glucose.  If  a  nutriënt 
liquid  centaining  indican,  e.  g.  decoct  of  indigo-plants,  broth,  or  yeast-water,  is  passed 
into  a  fermentation  tube  and  infected  with  Aërobacter.  indigo-blue  is  formed  in  the 
open  end,  while  in  the  clesed  one  carbenic  acid  and  hydrogen  eriginate  from  the 
glucose  of  the  indican  ^).  and   indoxyl  which  remains  a  long  time  unchanged. 

Tn  preportion  as  the  oxidation  of  the  indoxyl  proceeds  more  slowly,  more  indigo- 
red  is  produced,  similarly  to  the  splitting  of  indican  by  enzymes  and  acids.  Now  the 
splitting  of  the  indican,  and  consequently  the  oxidation  of  the  indoxyl  can  proceed 
with  much  rapidity  by  the  action  of  enzymes  and  still  more  rapidly  by  acids  in  pre- 
sence  of  ferrichloride,  while  it  is  impossible  to  make  the  process  ge  on  as  quickly  by 


')  Comptes  rendvis.  T.  105,  paR.  287,  1887. 

')  In  scveral  other  plant-infusions.  not  from  indigo-plants,  qiiite  tho  s;inic  is  ob- 
servcd.  The  strongest  /4è>obac(er-fcrmentations  are  obtained  by  niixing  rye-flour  with 
water  to  a  thick  pap  and  placing  it  at  280  c.  .A.ftcr  a  few  hours  the  development  sets 
in  of  carbonic  acid  and  hydrogen,  caused  by  the  Acrobaclcr-^\iCc\QS.  never  wanting  in 
flour.  which  in  the  bcginning  supplant  all  other  bacteria. 

•)  That  the  development  of  gas  is  duc  to  the  sugar  of  the  indican,  and  not  to  the 
free  sugar  already  present  in  the  decoctions  or  the  indican  prcparations,  is  proved  by 
the  fact  that  the  gas-developmcnt  is  the  same  whcn  beforehand  all  frcc  sugar  has 
been  removed  from   the  H<niid  by  nicans  of  pure  beer-yeast,   wliich  aots  not  on  indican. 


347 

bacteria.  So  it  is  inevitable  that  the  tormation  of  indigo-reil  is  very  f^reat  in  the  case 
vi  the  bacterial  fermentation  of  the  indican,  while  it  is  possible  to  rcduce  its  aniount 
practicall)-  to  zero  in  the  case  of  chemical  deconiposition.  As  it  is  besides  hardly 
possible  to  esparate  the  indigo-blue  from  the  substance  of  the  bacteria,  only  an  inipure 
indigo  can  be  obtained  by  nieans  of  their  action. 

In  consequence  of  the  growth  of  Acrobactcr  the  reaction  of  plant  extractions, 
particularly  of  the  indigo-plants,  first  becomes  feebly  acid,  later  feebly  alkaline  by 
the  formation  of  free  alkali.  This  is  also  prejudicial  to  the  prodiiction  of  indigo,  as 
in  acid  solutions  the  indoxyl  oxidises  very  slowly,  by  which  again  much  indigo-red  is 
fornied,  vvhile  at  the  same  time  part  of  the  indoxyl  gets  lost  in  another  way. 

Worthy  of  note  is  the  influence  of  various  sugars  on  the  indican  deconiposition 
by  Acrobacter.  Mr.  van  Hasselt  found  that  already.34  pCt.  glucose,  as  well  in  liquid 
cultures  as  in  gelatine  experiments,  prevens  deconiposition,  while  niuch  larger  quan- 
tities,  even  to  lOpCt.  of  cane-sugar,  maltose  and  lactose  have  no  effect  at  all  and 
levulose  but  very  little.  Evidently  the  very  sugar  produced  by  the  splitting  counter- 
acts  this  splitting,  while  other  sugars  have  not  this  efïect,  or  in  less  degree.  To  this 
rule  mannose  makes  an  exception,  as  indican  deconiposition  is  in  the  sanie  way 
counteracted  by  it  as  by  glucose.  This  opposing  influence  gives  consequently  only 
partly  and  not  completely  the  answer  to  the  question  after  the  nature  of  the  sugar 
separated  out  of  the  glucoside  by  bacteria  ')■  * 

There  are  however  fornis  of  Acrobactcr  which,  in  ferment-experinients,  producc 
unequal  quantities  of  carbonic  acid  und  hydrogen  from  glucose  and  mannose,  and  hy 
their  help  it  is  proved  that  the  sugar  fornied  from  indican  can  only  be  glucose. 

Nitrates,  also,  have  a  remarkably  opposing  influence  on  the  production  of  indigo 
by  Aërobacter.  Common  saltpetre  is  active  already  at  '/ao  pCt.,  which  is  in  perfect 
accordance  with  the  antifermenting  action  of  this  salt  in  general,  on  which  reposes 
its  use  in  the  dairy  industry,  to  prevent  one  the  most  important  defects  of  cheese,  in 
Holland  called   »rijzers«. 


6.  Indicaii-decomposition  by  the  Indigo-ensymes. 

The  indigo-enzvmes  prepared  from  Iiidigofcra  leptaslacliya,  Polygoniim  tiiic- 
torium,  Pliajus  grandiffonis,  aethyl-acetate-yeast  (Saccharomyces  sphaericus)  and 
emulsine  of  sweet  aimonds,  have  been  compared  as  to  their  intensity  of  action  on 
indican  at  difïerent  temperatures,  for  which  notable  differences  have  been  found.  No 
other  group  of  enzynies  is  known  to  lead  with  equal  ease  and  certainty  to  the  deter- 
mination  of  these  relations  as  this  group  of  the  indigo-enzvmes. 

The  experiments  wereconducted  as  f ollows.  Of  solutions  of  abont  0.5  pCt.  indican") 
10  cc.  were  passed  into  equal  test-tubes  selected  for  the  purpose.  After  heating  them 
te  the  required    teniperature    in   a   large    beakerglass,    arranged   as   waterbath,    with 


')  Mr.  van  Hasselt  prepared  the  osazmi  from  the  indican-sugar  and  found.  after 
recrystallisation  from  alcohol,  the  mclting  point  to  be  at  io5°  to  100°  C,  that  is  nearly 
the  same  as  that  of  glucosazf>n,  which  is  204°to205»C.  But  the  melting  point  of 
mannosazon  is  about  as  high. 

"■)   Stronger  solutions  give  no  more  exact  results. 
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thernioreKulator   and   theriiiometer,  the   enzyine  was  added  and   the  temperature  kept 
constant. 

After  a  few  hours  the  tubes  were  taken  out,  alcalised  and  the  indoxyl  oxidised 
hy  strong  shaking,  then  acidified,  by  which  a  very  fine,  equally  divided,  purely  blue 
precipitate  of  indigo-blue  is  obtained,  which  allows  colorimetrically  to  establish  the 
intensity  of  action  with  sufficiënt  exactness. 

it  proved  wholly  indifferent  whether  in  these  experiments  use  was  made  of  the 
indican  of  Indigofera  or  of  Polygonum.    Evidently  it  is  the  same  in  both  plants. 

Great  attention  should  however  be  paid  to  the  degree  of  acidity  of  the  indican 
Solutions.  The  most  favourable  enzyme  action  was  observed  at  the  rate  of  about  0.5  cc. 
normal  acid  per  100  cc.  liquid.  An  increase  of  the  acid  to  2  cc.  slackens  the  reaction 
notably;  likewise  the  addition  of  alkali  to  feebly  alkaline.  Acid  salts,  as  kalium- 
bioxalate  and  kaliumbiphosphate,  act  in  the  same  way  as  free  acids. 

The  quantities  of  the  enzymes  employed  for  the  experiments  amounted  to  2 — 60 
milligrams  of  finely  powdered  crude  enzyme  per  10  cc.  of  the  34  pCt.  indican-solution. 

First  of  all  was  now  established  the  maximum  temperature  at  which  the  action 
of  the  enzymes  ceases  entirely,  that  is,  where  the  enzymes  are  nearly  suddenly 
destroyed.  For  Indigofera  this  maximum  is  at  75°  C,  but  when  using  a  great  deal 
more  enzyme  a  feeUle  action  could  still  be  observed  at  78°  C.  which  however  quite 
ceased  at  80"  C.  For  Polygonum  the  maximum  temperature  is  at  55"  C,  and  in  large 
quantities  a  feeble  action  was  still  observable  at  öo^C.  For  this  determination  thetubes 
were  placed,  for  Indigofera,  at  /2''.^,  75»,  and  80»  C,  for  Polygonum.  at  520.$,  55", 
58"  and  60"  C.  For  both  enzymes  the  action  at  the  rising  af  the  temperature  diminishes 
very  quickly  near  the  maximum.  In  a  similar  way  were  found  as  maximum  tempera- 
tures  for  Sacchammyces  sphaericus  about  60°  C.  for  Phajns  grandiflorus  67",  and 
for  emulsine  70"  C. 

After  this  the  optimum  tcmpcratures  lor  the  enzyme  action  were  fixed,  for 
Indigofera  by  searching  between  55°  and  65"  the  ma.ximum  intensity  of  indigo-form- 
ation,  testing  all  temperatures  from  55",  57",  59"  C.  and  so  an.  The  strongest  in- 
version  was  found  at  61"  C.  both  for  powdered  crude  enzyme  and  for  enzyme-solution 
in  lopCt.  common  salt  and  lopCt.  calcium  chloride.  Changes  in  the  degree  of 
alkalinity  or  acidity  wifliin  the  narrow  confines  between  which  enzyme  action  is  at 
all  possible,  deplace  the  optimum  temperature  but  little  M.  A  difference  in  tempera- 
ture of  i"  C.  was  only  to  be  observed  between  61"  and  62";  at  62"  C.  the  decompo- 
sition  was  certainly  a  little  feel)ler,  but  between  60"  and  61" C.  there  existed  some 
doubt.  At  lower  temperatures  liistinct  differences  in  the  intensity  of  the  decompo- 
sition  could  only  be  noted  at  intervals  of  2"  C. 

The  enzyme  of  Polygonum.  cxaniuied  in  the  same  way  between  35"  and  45"  C, 
gives  the  most  copious  production  of  indigo  at  42"  C,  with  a  rapiil  decrease  in  action 
aliove,  a  slow  onc  below  that  point. 


')  Mr.  van  D  c  1  d  c  n  fuiiiid  iii)on  addition  of  acid  lioth  for  IndiKofcr,!  and  i'otygonum 
a  risins  of  1°  in  optinuiin,  which  however  disappeared  whcn  tho  employed  Solutions 
of  crude  indican  were  diluted  with  an  equal  volume  ot  water  and  tluii,  lieforc  the 
aiUlition   of  enzyme.  were  brought  to  the  same  acidity. 
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1.  IruJigo/eni. 

2.  Phajiis. 

3.  Polygonum. 

4.  Sacchaioinvces 
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For  aethyl-acetate-yeast  the  optimum  lies  at  44",  for  Fhajiis  at  53"  C,  and  for 
emulsine  at  55"  C.^). 

Particularly  for  emulsine  the  intensity  of  action  is  feeble,  and  the  feebier  it  is, 
the  more  troublesome  exactly  to  fix  the  temperature-optimuni,  as  is  clearly  shown  by 
the  course  of  the  curved  line  in  the  graphic  representation. 

For  the  exact  determination  of  the  shape  of  the  curved  line  uhich  indicates  the 
general  relation  between  decomposition  and  temperature,  temperatures  above  and 
below  the  optimum  were  sought,  at  which  the  quantities  of  indigo,  formed  after  an 
hour's  action,  were  quite  the  same.  In  a  system  of  coordinates  with  the  temperatures 
as  abscisses  and  the  intensity  of  decomposition  as  ordinates,  these  points  have  tht-n 
equal  ordinates  and  by  determining  some  such  couples  the  whole  course  of  the  curve 
becomes  known.  When  looking  at  the  curves  found  in  this  way  we  see  that  the 
decrease  of  action  abuve  the  optimum  is  much  more  rapid  than  the  rising  below  and 
that  the  last  rising  is  not  proportioned  to  the  temperature. 

At  the  same  temperature  the  indican-decomposition  by  the  various  enzymes  is 
operated  with  very  unequal  intensity.  Proportionate  ciphers  between  them  were  fixed 
as  follows.  In  the  experiments  described  before,  so  much  of  the  enzymes  to  be 
compared  was  added  to  10  cc.  of  indican-solution  that  at  the  optimum  temperatures 
effects  of  equal  intensity  were  observed.  This  proved  to  bc  the  case  when  use  was 
made  of  the  following  quantities  of  crude  enzyme  in  milligrams:  hidigofera  5,  Poly- 
gonum  20,  Saccharomyces  sphaerictis  40,  emulsine  100,  whicli  nunibers  stand  to  one 
another  as  i  :  4  :  8  :  20.  When  all  these  quantities  were  doubled  or  reduced  to  the 
half,  the  proportions  underwent  110  change.  Consequently  from  these  numbers  follows 
that    the    intensity    of  decomposition     for    the   different  enzymes   is  expressed   thu?: 


')   As  is  seen,    the    difiference  Ix-twccn   the  optiintnn   .-ind  mrixinuini   tciniUTatiirc  is 
for  all  enzymes  about   14°  C. 


35° 

Indigofera  20,  Polygonuin  ^,  aethyl-acetate-yeast  2.5,  emulsine  i.  In  the  graphic 
figure  the  lengrth  of  the  ordinates  is  taken  proportionately  with  these  numbers. 

So  we  find  that  the  cuire  of  the  Polygonum-tmyvat  is  about  uniform  with  that 
01  the  much  .sfronger  enzjine  of  Indigofera,  but  at  o"  C.  they  cross  each  ether,  so 
that  at  a  still  lower  temperature  the  action  becomes  an  inverse  one. 

The  great  difterence  in  intensiti.-  of  action  is  also  proved  by  the  fact,  that,  for 
the  manifest  appearance  of  indigo  in  10  cc.  of  the  indican-solution,  there  is  at  least 
required  of  the  different  crude  enzymes  2  milligrams  of  Indigofera.  20  of  Polygonum 
and  Saccharomyces  sphaericus,  and  60  of  emulsine. 


C  O  X  C  L  U  S  I  O  X  S. 

The  splitting  of  the  indican  by  the  cell  tan  occur  in  two  ways:  by  ferment-action 
of  the  living  protoplasm  itself  (katabolism),  and  by  enzjines. 

All  examined  bacteria,  which  act  on  indican,  split  by  katabolism  and  hence  are  in 
dead  condition  inactive.  The  most  important  among  them  are  the  common  ferment- 
bacteria  (Aërohacter)  of  sugar-containing  plant  infusions. 

.■\11  indican-plants  and  some  species  of  alcohol-ferments  contain  indigo-enzymes 
and  consequently  can  decompose  the  indican  in  dead  condition  too.  Indigo-enzymes 
originate  only  at  abundant  access  of  air.  Five  of  these  enzymes  proved  specifically 
different,  with  temperature  optima  of  61»  (Indigofera),  55»  (emulsine),  53°  (Phajus), 
44"  (Saccharomyces  sphaericus)  and  42»  (Polygonum).  For  all  of  them  the  action  is 
favoured  by  free  acid  to  an  amount  of  0.5  cc.  normal  per  100  cc.  of  the  employed 
indican-solution :  more  acid,  like  alkali,  opposes  the  action. 

Indigofera  decomposes  the  indican  only  by  enzyme-action ;  in  the  case  of  Poly- 
gonum tinctorium  and  Phajus  grandiüorus  the  indican  is  decomposed  partly  by 
katabolism,  partly  by  enzyme-action. 

In  the  leaves  of  Phajus  grandifiorus  indican  is  localized  in  the  colourless  proto- 
plasm of  mesophyll  and  epidermis,  the  indigo-enzyme  exclusively  in  the  chloro- 
phyll-granules. 


